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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie erscheint in Banden 
zu 6 Heften. Preis des Bandes 13.50 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unmédglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Schriftleitung zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Mitteilungen, die raschestens herauskommen sollen und deren Um- 
fang 2—4 Seiten in Petitsatz nicht tibersteigt, kénnen einem Heft noch eingefiigt werden, 
wenn sie spatestens 3 Tage vor RedaktionsschluS eintreffen. — Bereits in anderen Zeitschriften 
veréffentlichte Arbeiten, sowie Berichte iiber bereits veréffentlichte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen. — Bemerkungen, die ohne neue Belege lediglich Angaben eines Autors richtig- 
stellen sollen, werden diesem vorgelegt, ehe wir sie aufnehmen. Sie werden in der Regel am 
SchluB des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangstages mitgeteilt. 

Der Unkostenersatz betragt fiir den Druckbogen 25 Mark. Fiir die eingefiigten kurzen 
Mitteilungen wird kein Unkostenersatz gezahit. Von jeder Arbeit werden dem Verfasser 
40 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert. Mehrbedarf héchstens in gleicher Anzahl gegen die 
iibliche Berechnung der Mehrkosten. Der Bezug von weiteren Sonderdrucken ist unerwiinscht. 

Fiir die Rechtschreib der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die Verdffentlichungen 
der Deutschen Chemischen haft maBgebend. In zweifelhaften Fallen wird der ety- 
mologische und internationale ¢ punkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Belegstellen gelten die von der Vereinigung der medi- 
zinischen Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,S.“ fort. 
(Belegt wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im 
Beleg fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe. 
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Uber die Bedeutung der Fumarsdure 
fir die tierische Gewebsatmung’). 


Von 


E. Annau, I. Banga, B. Gézsy, St. Huszik, K. Laki, B. Straub 
und A, Szent-Gydrgyi. 


Mit 12 Figuren im Text. 





(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie, Universitat Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1935.) 


Einleitung, Uhersicht, Methoden. 
Von 


A. Szent-Gyérgyi. 


Nach unserem heutigen Wissen ruht die Hauptatmung 
tierischer Gewebe auf zwei groBen katalytischen Systemen, in 
denen die beiden Komponenten der Zelloxydation, Sauerstoff 
und Nahrstoff, aktiviert werden. Wie die Untersuchungen War- 
burgs zeigen, wird einerseits der Sauerstoff aktiviert, indem er 
sich mit dem ,,Atmungsferment‘’ verbindet, und das 2wertige 
Kisen seiner Himatinkomponente zu 3wertigem Eisen oxydiert. 
Anderseits wird, wie uns Wieland lehrte, der Nahrstoff aktiviert, 
dessen Wasserstoffatome durch die Dehydrase aufgelockert werden, 
so daB sie in Gegenwart eines geeigneten ,, Wasserstoffacceptors 
abgegeben werden kénnen. D. Keilin gebiihrt das Verdienst, 
gezeigt zu haben, daB Atmungsferment und Dehydrasen nicht 
unmittelbar miteinander reagieren, sondern da zwischen beiden 
eine Serie von Himatinen, ,,Cytochrom’ genannt, eingeschaltet 
ist, die einerseits durch das Atmungsferment oxydiert, anderseits 
durch die Niahrstoffdehydrierung reduziert wird. In der Zelle 
stellt also dieses Atmungsferment—Cytochrom-System den physio- 
logischen Wasserstoffacceptor der Hauptatmung dar. Wir wollen 





*) Die Ausfiihrung dieser -Arbeit wurde durch die Unterstiitzung der 
Josiah-Macy-Jr.-Stiftung New York erméglicht. 
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es im folgenden ,, Warburg- Keilin-System“ nennen und kurz- 
weg als ,,WKS“ bezeichnen. 

Das eingehende Studium tierischer Dehydrierung verdanken 
wir Thunberg, der zur Untersuchung dieser Funktion seine 
bekannte Technik einfiihrte, mit der er zeigte, daB die tierischen 
Gewebe zahlreiche organische Substanzen zu dehydrieren ver- 
mogen und somit Dehydrase fiir solche enthalten. Die quantitative 
vergleichende Untersuchung der Dehydrasen war zur Zeit der 
ersten klassischen Untersuchungen Thunbergs wegen Unkenntnis 
der Co-Dehydrasen unméglich. In den letzten Jahren haben wir 
aber gelernt, daB die volle Aktivitat zahlreicher Dehydrasen an 
die Anwesenheit von Co-Dehydrasen, Substanzen der Gruppe der 
Adenylnucleotide, gebunden ist. 

Zwischen Dehydrierungen mit der Thunbergtechnik und dem 
AtmungsprozeB besteht in quantitativer Hinsicht eine gewisse 
Diskrepanz. Im Atmungsprozef werden groBe Mengen von Sauer- 
stoff aufgenommen und es werden ebenso groBe Mengen von 
Wasserstoff durch die Dehydrasen mobilisiert. Hingegen werden 
durch den Thunbergversuch schon die schwachsten Dehydrierungen 
mit groBer Klarheit zum Nachweise gebracht. Es ist also deutlich, 
daB eine gréBere quantitative Bedeutung bei der Atmung nur 
denjenigen Dehydrierungen zukommen kann, die mit einer groBen 


Intensitét verlaufen. Untersucht man von diesem Standpunkte 


aus — unter Mitverwendung der Co-Dehydrasen — die zahlreichen 
bekannten tierischen Dehydrasen bzw. Wasserstoffdonatoren, 
so ergibt sich, daB sich unter ihnen nur eine geringe Anzahl be- 
findet, die eine geniigend intensive Aktivitaét zeigt, um bei der 
Hauptatmung eime gréBere quantitative Rolle spielen zu kdnnen. 

In dem Material z. B., auf das sich unsere Untersuchungen 
beziehen (zerkleinerter Brustmuskel der Taube in Phosphat- 
lésung), fanden wir insgesamt nur 8 Dehydrasen, die dieser An- 
forderung einer hohen Aktivitait entsprachen, und zwar die De- 
hydrase fiir: 1. Bernsteinsiure [Thunberg, Battelli und 
Stern*)|, 2. Milchséure, 3. Glycerinaldehydphosphorsaéureester 
[Gézsy4)], 4. Glycerinphosphorsiiure [Ahlgren*)], 5. Hexose- 
monophosphat, 6. Hexosediphosphat [Broman, Thunberg*)], 


7. Glutaminséure [Thunberg, Holmberg*)], 8. Citronen- | 


sdure [Thunberg, Battelli und Stern*)]. 


*) Vgl. Euler u. Harrison, a. a. O. S. 16. 
1) Diese Z. 222, 279 (1933). 
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Mehrere dieser Dehydrasen sind aus verschiedenen tierischen 
Geweben schon seit langerer Zeit bekannt. Im wesentlichen haben 
alle diese Fermente ibereinstimmende Eigenschaften. Nur die 
Bernsteinsféuredehydrase zeigt besondere Ziige, die,- wie z. B. 
ihre hohe Resistenz und Aktivitaét, schon in den friiheren Tagen 
ihrer Erforschung auffielen. Vergleichen wir aber die genannten 
Dehydrasen unter Zuhilfeaahme der uns heute zur Verfiigung 
stehenden Mittel, so wird die Ausnahmestellung der Succino- 
dehydrase durchaus tiberzeugend: 

1. Untersucht man die Kinetik genannter Dehydrasen, so 
ergibt sich, daB die Wirksamkeit der Fermente in ihrer Abhangigkeit 
von der Substratkonzentration einen fiir Fermentwirkungen 
allzemein charakteristischen monomolekularen Typus zeigt. Wie 
aber Widmark?) entdeckte, zeigt die Succinodehydrase einen 
durchaus verschiedenen Verlauf und gibt schon bei minimaler 
Substratkonzentration eine maximale Wirkung, gehdrt also den 
teaktionen vom sog. Nulltypus zu. 

2. Alle genannten Fermente bediirfen zu ihrer vollen Aktivitat 
einer Co-Dehydrase. Allein die Succinodehydrase wird durch Co- 
Dehydrase nicht beeinfluBt. 

3. Im Respirometer verbraucht der gewaschene Muskel in 
Gegenwart von Bernsteinsiure entsprechend der starken De- 
nydrierung im Thunbergversuch groBe Mengen Sauerstoff. Der 
aktivierte Wasserstoff der Bernsteinsiure wird also unmittelbar 
durch das anwesende WKS oxydiert. Hingegen vermédgen die 
anderen Substanzen nicht — obwohl sie im Thunbergversuch 
ebenso energisch dehydriert werden — den Sauerstoff als Acceptor 
zu gebrauchen*). Da das Vermégen desselben Fermentpraparates, 
Bernsteinséure aerob zu oxydieren, beweist, daB in ihm WKS in 
genigender Aktivitét vorhanden ist, mu geschlossen werden, 
daS im Gegensatz zur Bernsteinséiuredehydrase die anderen 
Dehydrasen mit dem WKS nicht in unmittelbarer Verbindung 
stehen. 

4. Vom Blickpunkte des Zwischenstoffwechsels ist bemerkens- 
wert, da8 abgesehen von der Bernsteinsiure, Glutaminsiure 
und Citronensdéure die genannten Verbindungen der C,—C,-Gruppe 

angehéren, die dort eine so bedeutende Rolle spielen. Hingegen 


*) Skand. Arch. Physiol. 41, 200 (1921). 
*) Nur das Hexosediphosphat vermag eine relative geringe Menge von 
Sauerstoff aufzunehmen. 


|* 
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ist von der 4C-atomigen Bernsteinsiure keine solche Rolle 
nachgewilesen. 

5. Im gleichen Sinne spricht auch das Bestehen der von 
Einbeck®) entdeckten Fumarase, die Fumarsaéure, das Oxydations- 
produkt der Bernsteinséure, unter Wasseraufnahme zu Apfel- 
siure verdindert. Aus remer Fumarsiure entsteht unter Ein- 
wirkung von Fumarase ein im Gleichgewicht stehendes Gemisch 
von Fumar- und Apfelsiure im Verhiltnis 1:8. Reine Apfelsiure 
wird durch Fumarase unter Wasseraustritt ebenfalls in das Gleich- 
gewichtsgemisch wberfiihrt. 

Zusammen mit der Bernsteinsiuredehydrase ist Fumarase 
eines der aktivsten bekannten Fermente. Was soll es nun be- 
deuten, daB die Zelle fiir Bernsteinsdiure, Fumarsaure, Apfelsiure 
die aktivsten Fermente beherbergt, die regelmaBig offenbar nicht 
als Zwischenstufen im Abbau der Nahrstoffe entstehen ? 

6. Auf die ganz besondere Funktion der C,-Dicarbonséuren 
wies zuletzt auch die immer noch unerklirte, merkwiirdige Be- 
obachtung Thunbergs‘*) hin, daB Maleinséure die Atmung weit- 
gehend vergiftet, obwohl sie selber als Donator auftritt. Malein- 
saure hat keinen Einflu8 auf die bekannten Glieder des Atmungs- 
systems, und ihre einzige besondere HEigentiimlichkeit ist die, 
daB sie auch dieser merkwiirdigen Gruppe der C,-Dicarbonsiuren 
angehort. 

Diese Beobachtungen lieBen vermuten, daB den C,-Dicarbon- 
siuren und den zugehorigen Fermenten ihren besonderen Higen- 
schaften entsprechend auch eine besondere Funktion zukommt, 
und daf diese an der Atmung nicht als Nahrstoffe, sondern als 
Katalysatoren beteiligt seien. Um weitere Anhaltspunkte zu 
bekommen, wurden durch zwei von uns [G6zsy und Szent- 
Gy6érgyi>)| Versuche ausgefiihrt, die neue Beweise fiir die Aus- 
nahmestellung der genannten Substanzen erbrachten. Es wurde 
versucht, die Bernsteinséuredehydrase in spezifischer Weise aus- 
zuschalten, um zu beobachten, welchen EinfluB dies auf die Atmung 
habe. Dies konnte auf Grund der Arbeit von Quastel®), sowie 
Quastel und Wooldridge’) durch Malonat geschehen. Es zeigte 
sich, daB die Atmung durch Malonat weitgehend gehemmt wird, 





3) Biochem. Z. 95, 297 (1919). 

4) Skand. Arch. Physiol. 40, 1 (1920). 
5) Diese Z. 224, 1 (1934). 

6) Biochemic. J. 20, 166 (1926). 

*) Biochemic. J. 22, 689 (1928). 
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obwohl dieses Gift weder Nahrstoffdehydrierung, noch Sauerstoff- 
aktivierung beeinflu8t. Die Intensitaét der Giftwirkung ist von 
derselben GroBenordnung wie die des Cyans. Kommt also den 
(,-Dicarbonséuren bei der Atmung eine katalytische Rolle zu, 
und wurde durch ihre Ausschaltung die Atmung stillgelegt, so 
muBte auch versucht werden, ob durch ihre Zugabe die Atmung 
nicht erhéht wird? Eine Atmungssteigerung durch Fumarat wurde 
bereits durch Thunberg§’) beobachtet und von Grénwall?®) 
studiert. G6zsy und Szent-Gyoérgyi zeigten, daB die Fumar- 
siure unter Umstinden die Atmung um mehrere 100°/, zu steigern 
vermag. Das besonders eigentiimliche dieser Steigerung war aber, 
daB das Fumarat hierbei nicht verbraucht wurde, also im Gegen- 
satz zu anderen ahnlichen beschriebenen atmungssteigernden Sub- 
stanzen nicht als Donator, sondern als Katalysator wirkte. 


DaB es sich hier nicht um die Aktivierung eines kiinstlich 
hergestellten Systemes handelt, zeigen die hier zu berichtenden 
Analysen. Nach Banga wird durch Fumarat die Atmung eigent- 
lich nicht ,,gesteigert’*, sondern nur ,,konserviert’.. Das in Phos- 
phat suspendierte Gewebe verliert gewdhnlich rasch von der 
Intensitaét seiner Atmung. Dieses Sinken der Atmung wird durch 
Fumaratzusatz hintangehalten. Das Gewebe enthalt normaler- 
weise geringe Mengen Fumarat, die bei der Suspendierung des 
Gewebes durch Diffusion verloren gehen; deshalb sinkt die Atem- 
héhe. Wird das Wegdiffundieren durch Kompensationsdialyse 
(d.h. durch Zufiigung von Fumarat zur AuB8enfliissigkeit) ver- 
hindert, so bleibt die Atmung erhalten. 


Von groBer Bedeutung hierbei ist der Umstand, daB zur 
Erreichung solcher Wirkungen schon sehr kleine Fumarat- 
konzentrationen geniigen, die der normalen Fumaratkonzentration 
des Muskels gleich sind. Dieser Umstand entkraftet den Einwand, 
daB das Fumarat des Muskels wegen seiner geringen Konzentration 
fir die Atmung keine Bedeutung haben konne. 


Es lag auf der Hand daran zu denken, daB das Succinat den 
Wasserstofftransport zwischen Nahrstoffdehydrase und WKS ver- 
mittle, indem es durch letzteres zu Fumarat oxydiert, durch erstere 
za Suecinat reduziert wird. Es ist bekannt, daB an der Succino- 
dehydrase nicht nur das Succinat unter Dehydrierung als Donator, 
sondern ebenso energisch auch das Fumarat unter Hydrierung 





8) Skand. Arch. Physiol. 24, 23—86 (1911). 
®) Skand. Arch. Physiol. 45, 303 (1924). 
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als Wasserstoffacceptor aktiviert wird. Diese einfache Theorie 
hatte all den aufgezihlten Beobachtungen eine befriedigende Er- 
klarung gegeben. Die Theorie stand aber im Widerspruch mit 
folgenden Beobachtungen: 

1. Wie Gézsy und Szent-Gyérgyi fanden, ist die durch 
Fumaratzusatz stabilisierte Atmung nicht durch Malonat hemm.- 
bar. Liefe der Wasserstofftransport iiber die Succinodehydrase, 
so miiBte die Atmung in jedem Fall durch Malonat gehemmt werden. 


2. Das dem Muskel unter anaeroben Bedingungen zugesetzte 
Fumarat wird nicht oder nur auferst langsam reduziert. 


3. Malonat entfaltet seine Atmungshemmung, Fumarat seine 
Atmungssteigerung nur in Phosphat und nicht in Ringerlosung. 
Es konnte nicht angenommen werden, da8 ein fundamentaler 
ProzeB sich je nach der Suspensionsfliissigkeit verschieden ver- 
halte. 

. 4, Das dem gewaschenen Muskel zugesetzte Succinat war 
nicht imstande, die fehlende Verbindung zwischen Nahrstoff- 
dehydrasen und WKS herzustellen. 

5. Die Theorie gab keine Erklarung fiir die Funktion der 
Fumarase. 

Wiahrend also einerseits Beobachtungen in zwingender Weise 
zeigten, daB das Fumarat als Katalysator im Mittelpunkte der 
Atmung stehe, zeigten Versuche ebenso deutlich, daB die Atmung 
nicht iiber die Succinodehydrase, d. h. iiber den Wechsel Succinat- 
Fumarat laufen kénne. Es wurde also untersucht, ob das Fumarat 
die Funktion des Wasserstofftransporteurs nicht durch seinen 
Wechsel mit einer héheren Oxydationsstufe ausiiben kénne. 


Um nun festzustellen, welche von den médglichen nachst 
héheren Oxydationsstufen in Frage kommen kann, wurde in 
doppelter Weise vorgegangen. LEinerseits untersuchte Banga, 
welche von den in Betracht kommenden Substanzen das Fumarat 
in seiner stabilisierenden Wirkung ersetzen kénne. Hs zeigt. sich 
hierbei, da8 in dieser Hinsicht wohl nur die Oxalessigsiure aktiv 
ist und in jeder Beziehung der Fumarsiaure gleich wirkt. Ander- 
seits untersuchte Laki, welche von den in Betracht kommenden 
Substanzen im Gewebe als Acceptor aktiviert wird. Dies war 
tberhaupt nur mit der Oxalessigsiure der Fall. Ist also das 
Fumarat mit einer héheren Oxydationsstufe an der Atmung be- 
teiligt, so kann diese héhere Oxydationsstufe nur die Oxalessigsaure 
sein. Fiir eine mégliche Bildung von Oxalessigsiure aus Fumarat 
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haben bereits Hahn, Haarmann und Fischbach?) Beweise 
erbracht. 

Nachdem also unsere Aufmerksamkeit auf die Oxalessigsiure 
gelenkt war, muBte zunichst die mégliche Oxydation des. Fumarats 
und Reduktion des Oxalacetats untersucht werden. In diesen, 
durch Banga ausgefiihrten, von G6zsy erginzten Versuchen 
zeigte sich, daB das untersuchte Gewebe (Taubenbrustmuskel in 
Phosphat) die zugesetzte Oxalessigsiure mit groBer Geschwindig- 
keit zum Verschwinden bringt. Nach Straub kommt der Schwund 
durch Reduktion zu Fumarat zustande. Die durch das Gewebe 
in der Zeiteinheit reduzierbare Menge des Oxalacetats ibertraf 
in Aquivalenten den gesamten, bei der Atmung aufgenommenen 
Sauerstoff, so daB festgestellt werden konnte, da8 Oxalacetat 
durch das Gewebe mit einer geniigenden Geschwindigkeit redu; 
ziert werden kann, um die gesamte Atmung bzw. den Transport 
des gesamten Wasserstoffes zu tragen. 

Bestand nun die Atmung gem&éBh unserer Anschauung als 
einer wechselnden Oxydation und Reduktion des Fumarats, so 
war es aus den genannten Angaben deutlich, daB die Reduktion 
des Oxalacetats rascher als ihre Bildung aus Fumarat verlaufen 
miisse und daB man somit beim in Phosphat suspendierten Muskel 
auch bei Fumaratzugabe kein Oxalacetat nachweisen kénne. Die 
Bildung des Oxalacetats kénnte nur nachgewiesen werden, wenn 
es gelang, seine Reduktion stirker als seme Bildung zu hemmen. 
Dies gelang mit Arsenit. Wird das Gewebe mit Arsenit aerob 
bebriitet, so wird die Wasserstoffaktivierung der Nahrstoffe weit- 
gehend unterdriickt?4). Es scheint, da8 durch diese Arsenit- 
behandlung die Dehydrasen vergiftet werden. Nicht alle De- 
hydrasen leiden aber in gleicher Weise. Wiahrend z. B. die Milch- 
siuredehydrase ganz vernichtet wird, wird die Succinodehydrase, 
die casi und Hexosediphosphatdehydrase nicht oder 
nur wenig gehemmt. Auch die Fumardehydrase gehort zur Fer- 
mentgruppe, die durch die Arsenitbehandlung weniger leidet. 
Dureh das Arsenit wird die Wasserstoffmobilisierung der Nahr- 
stoffe in héherem Mae wie die Fumaroxydation unterdriickt, 
so daB sich also hier die Méglichkeit einer Anreicherung von Oxal- 





10) Hahn, Haarmann, Z. Biol. 87, 465 (1928); Hahn, Haarmann 
u. Fischbach, Ebenda 88, 587 (1929). 

11) Szent-Gyérgyi, Biochemic. J. 24, 1723 (1930); I. Banga; 
L. Schneideru. A. Szent-Gyérgyi, Biochem. Z. 240, 462 (1931); 1. Banga, 
A. Szent-Gyérgyi, Biochem. Z. 246, 203 (1932). 
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acetat und damit seines Nachweises ergibt. Es konnte aber nicht 
erwartet werden, die gesamte gebildete Oxalessigsiure wieder- 
zufinden, da einerseits die Fumardehydrase durch Arsenbehandlung 
selber auch leidet, andererseits die Wasserstoffmobilisierung, wie auch 
die gesamte Atmung durch Arsenit nicht ginzlich, sondern bloB zu 
70—75°/, unterdriickt wird. Arsenit verursacht also keine quali- 
tative Anderung, sondern bloB eine Verschiebung der normalen 
Verhialtnisse. Diese Verschiebung ist aber groB genug, um das 
Oxalacetat zum Nachweis zu bringen. Wurde das Gewebe mit 
Arsen vorbehandelt, dann mit Fumarat bebriitet, so trat Oxal- 
acetat in nicht unbetrachtlicher Menge auf. Lauft der gesamte 
Wasserstofftransport tiber Fumarat-Oxyfumarat, so muB 1 g Ge- 
webe in 10 Minuten insgesamt annihernd 8 mg Oxyfumarat (die 
dem verbrauchten O, aquivalente Menge) bilden. Hiervon konnte 
mit Hilfe des Arsenits 1 mg tatsichlich nachgewiesen werden. 
Ahnlich, wie Arsenit, wenn auch schwacher und weniger zu- 
verlaBlich, wirkte auch Maleinat (0,05 Mol.). 

Stand nun die Bildung des Oxalacetats fest, so galt es, ein 
entsprechend aktives Ferment der Oxydation des Fumarats nach- 
zuweisen. 2mal gewaschener Muskel vermag Farbstoffe in Gegen- 
wart von Fumarat auch mit Co-Dehydrasezusatz nur sehr schwach 
zu dehydrieren. Also entweder ist keine Fumardehydrase im 
Gewebe vorhanden, oder aber sie muBte beim Auswaschen ver- 
schwinden. Ungewaschenes Gewebe kann aber wegen der starken 
spontanen Reduktion nicht zum Thunbergversuch verwendet 
werden. Wurde durch Arsen vorbehandeltes Gewebe heran- 
gezogen, das Farbstoffen gegeniiber ein stark vermindertes Ent- 
farbungsvermégen hatte, so wurde durch Fumaratzusatz die Ent- 
farbungszeit stark vermindert, als Zeichen dessen, daB das Gewebe 
eine intensive Fumardehydrase enthielt. Die weitere Analyse 
zeigte, da8 durch das Waschen des Muskels die Fumardehydrase 
nicht inaktiviert, sondern blof’ herausgelést wurde und aus 
der Waschfliissigkeit mit hoher Aktivitét und relativer Reinheit 
zuriickgewonnen werden konnte. Das auf diese Weise hergestellte 
Fermentpraparat zeigte, daB die Fumardehydrase eine sehr hohe 
Aktivitat besitzt, die, beurteilt nach der Entfarbungszeit, geniigend 
groB ist, um die gesamte Atmung bzw. den gesamten Wasserstoff- 
transport tragen zu kénnen. Lakis Messungen zeigten auch, daf 
dieses Ferment — dhnlich der Bernsteinsiuredehydrase — so 
gebaut ist, daB es fahig ist, schon mit minimalen Substratmengen 
maximal zu arbeiten, so daB also auch in dieser Beziehung nichts 
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der Annahme im Wege steht, daB dieses Ferment, zusammen mit 
der natirlicherweise im Muskel anwesenden Fumarsiure, die ge- 
camte Atmung vermittele. 

Wahrend aber die Bernsteinséiuredehydrase in gleicher Weise 
0, und Farbstoffe als Wasserstoffacceptoren zu benutzen vermag, 
ist die Fumardehydrase unfahig, O, als Acceptor zu gebrauchen, 
d. h. aerob Fumarat zu Oxalacetat zu oxydieren, obwohl die Fumar- 
dehydrasepraparate stets eine aktive Succinodehydrase und damit 
auch ein aktives WKS enthalten. 

Die weitere Arbeit Bangas ergab, daf im Muskelgewebe ein 
thermolabiler Faktor anwesend ist, der die Fumardehydrase be- 
fihigt, O, als Wasserstoffacceptor zu gebrauchen, d. h. Fumarat 
aerob zu Oxalacetat zu oxydieren. Die chemische Natur dieser 
Substanz, die die Fumardehydrase mit dem WKS _ verbindet, 
wurde noch nicht naher untersucht. Die Substanz soll fortan 
.4Zwischensubstanz“ genannt werden. 

Wie eingangs erwahnt, ist das System: Nahrstoffdehydrase, 
Nahrstoff, plus WKS unfahig, Sauerstoff aufzunehmen, da die 
Verbindung zwischen den beiden Fermenten fehlt. Wird hin- 
gegen dieser Komplex mit folgenden Gliedern ergainzt: Fumar- 
dehydrase, thermolabiler Faktor plus Fumarat, so erhalt man ein 
System, das alle typischen Eigenschaften der Normalatmung 
(Malonhemmbarkeit, Steigerung durch Fumarat) zeigt, als Zeichen 
dafiir, daB mit Einfiigen dieser Glieder der Atmungszyklus voll- 
standig geworden ist. 

_Es 148t sich also sagen, daB in der Kette der biologischen 
Oxydation zwischen WKS und Nahrstoffdehydrierung ein System 
des Wasserstofftransports eingeschaltet ist. Dieser Wasserstoff- 
transport wird durch die Fumarsaure vermittelt, die — aktiviert 
durch die Fumardehydrase — abwechselnd zu Oxalacetat oxy- 
diert, und wieder zu Fumarat reduziert wird. Die Oxydation des 
Fumarats wird, dem WKS zu, durch die noch nicht naher definierte 
Zwischensubstanz vermittelt. Auf Grund dieser Ergebnisse kann 
also das Atmungssystem folgendermaBen dargestellt werden: 


sail . Fumarat => Oxalacetat Nahrstoffe 
™ we Pemiadiiydrese | saesiotdehydrasen} 
Co-Dehydrase J | Co-Dehydrasen 


Dieses Atmungsschema gibt aber keine Erklarung fir die 
Atmungshemmung durch Malonat, die in unserer ganzen Arbeit 
zusammen mit der Fumarkatalyse die fundamentale Beobachtung 
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bildete. Die Fumardehydrase ist ebenso wie die anderen Glieder 
dieser Kette, malonunempfindlich. 

Das Problem des Mechanismus der Malonathemmung wurde 
in eindeutiger Weise durch Straub geldst. Die von Straub aus. 
gebaute Mikrofumarsaiurebestimmung gestattete es, das Schicksal 
der Fumarsaéure unter Wirkung des Malonats quantitativ zu ver. 
folgen. Diese Fumarsiurebestimmungen zeigten, daB unter Kin- 
wirkung des Malonats die Fumarsiure verschwindet und hierdurch; 
die Fumardehydrase ihr Substrat und die Zelle ihren katalytischen 
Wasserstofftransporteur verliert, wodurch die Atmung zum Still- 
stand kommt. 

Die Versuche Straubs wurden durch G6zsy erginzt, der mit 
seiner Mikrobernsteinséurebestimmungsmethode zeigte, daB das 
verschwundene Fumarat zu Bernsteinsiure reduziert wird und als 
soleches nachgewiesen werden kann. Hierdurch klarte sich auch 
der Mechanismus des Fumaratschwundes: im AtmungsprozeB wird 
stets ein geringer Teil des anwesenden Fumarats zu Bernsteinsaure 
reduziert. Unter normalen Umstinden wird diese Bernsteinsaure 
durch die Succinoxydase sogleich wieder zu Fumarat reoxydiert 
und somit ihrer Funktion zuriickgegeben. Die besondere Kinetik 
der Bernsteinséiuredehydrase befaihigt dieses Ferment, schon die 
geringsten Spuren des entstandenen Succinats mit maximaler 
Geschwindigkeit, unverziiglich zu reoxydieren. Durch Malonat 
wird die Succinodehydrase vergiftet und somit wird auch diese 
Reoxydation des Succinats verhindert. Hiermit erklarte sich also 
nicht nur der Mechanismus der Malonathemmung, sondern zugleich 
auch die Funktion und besondere Kinetik der Succinodehydrase. 
Obwohl die, durch die Succinodehydrase in der beschriebenen 
Weise, durch Reoxydation des Succinats vermittelte Sauerstoff- 
aufnahme nur einen geringen Teil (5°/,) der gesamten Sauerstoff- 
aufnahme des Gewebes bildet, bleibt bei Vergiftung der Bernstein- 
sdureoxydase die Atmung stehen, da die geringe Menge der als 
Katalysator wirkenden Fumarsiure, bald zu Bernsteinsaéure redu- 
ziert, nicht mehr reoxydiert, und somit ihrer Funktion entzogen 
wird. Durch Inaktivieren der Succinodehydrase wird durch das 
Malonat dem Fumarat gleichsam eine Falle gelegt, in dem es als 
Succinat gefangen und als solches stabilisiert wird. 

1 g Gewebe reduziert in dieser Weise in 10 Minuten kaum mehr 
als 0,5 mg Fumarat zu Succinat. Die Menge der natiirlich an- 
wesenden Fumarsaure ist aber so klein, daB bereits diese schwache 
Reduktion geniigt, um unter Wirkung des Malonats die gesamte 
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Menge des natiirlichen Katalysators binnen 2 Minuten als Bern- 
steinsdure zum Schwinden zu bringen. 

Durch diese Messungen erlangt auch die zweite, sonst so 
widerspruchsvoll erscheinende Beobachtung, daB Malonat wohl 
die natiirliche, nicht aber die durch Fumaratzusatz stabilisierte 
Atmung hemmt, eine einfache Erklarung. Wahrend der Muskel 
in Gegenwart von Malonat die natiirlicherweise anwesenden 
0,04 mg Fumarat in 2 Minuten zu Succinat umsetzt, bendtigt er 
gur Umsetzung der gewohnlich zugesetzten 2,4 mg Fumarat zwei 
volle Stunden, wihrend welcher Zeit die Atmung trotz der An- 
wesenheit ‘des Malonats ungehindert weiter gehen kann. Da 
unsere Versuche nie linger als 1 Stunde fortgesetzt wurden, kam 
die Hemmung nicht mehr zur Beobachtung. Mit geringeren Mengen 
des Fumarats erhalt man in Gegenwart von Malonat zuerst die 
erwartete Atmungssteigerung, dann aber, nach der fiir die Re- 
duktion des Fumarats nétigen Zeit, die erwartete Atmungs- 
hemmung, 

Unerwarteterweise scheint das Succinat nicht aus Fumarat, 
sondern durch eine ,,Uberreduktion’‘ aus Oxalacetat gebildet zu 
werden, da diese Reduktion zu Succinat nur bei aerober Bebriitung 
stattfindet, wenn der Fumarsiure Gelegenheit gegeben ist, sich 
zu Oxalacetat zu oxydieren. Anaerob wird in Gegenwart von 
Malonat kein Succinat gebildet. 

Der mittlere Teil des obigen Atmungsschemas muf also 
folgendermaBen erginzt werden: 


Succinat 


\ 





o 
- 
sisal : 
§ as | 
= 
o 
um] 


Fumardehydrase 
Co-Dehydrase 


Die gebrochene Linie gibt die Stelle an, an der Malonat wirkt 
und den Atmungszyklus unterbricht. 

Aus diesem Atmungsschema wird es deutlich, dai Malonat 
nicht, wie z. B. Cyan, in einer absoluten Weise wirken kann. Das 
AusmaB der Malonathemmung wird von dem relativen Verhaltnis 
einer Reihe von Prozessen abhingen. An erster Stelle wird die 
Succinodehydrase durch Malonat nicht vollstaéndig vergiftet. Hine 
geringe Oxydation des Succinats geht auch in Gegenwart von 
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Malonat stets vor sich. Die Geschwindigkeit dieser Oxydation ist 
von den relativen Mengen des bereits gebildeten Succinats und des 
zugesetzten Malonats abhingig. Das gebildete Succinat wird also, 
wenn auch langsam, doch auch in Gegenwart von Malonat mit 
gut definierbarer Geschwindigkeit oxydiert, so da8 Malonat nie 
eine 100°/,ige Atmungshemmung geben kann. Das Ausmaf der 
Malonathemmung wird also von der relativen Intensitat der 
Reduktion des Oxalacetats zu Succinat und der Reoxydation 
des Succinats abhingen. Die Intensitaét dieser Reduktion des 
Oxalacetats zu Succinat mu wieder eine Funktion der relativen 
Leistungsfahigkeit der Fumaratoxydation und der Wasserstoff- 
mobilisierung der Nahrstoffe sein. Ist unter diesen beiden Pro- 
zessen die Oxydation des Fumarats relativ stark, so wird der 
aktivierte Wasserstoff durch dieses aufgebraucht und es bleibt 
kein Wasserstoffiiberschu8, der zu einer Uberreduktion des Oxal- 
acetats fiihren kénnte. In diesem Falle mu8 das zugesetzte Malonat 
relativ wirkungslos bleiben. Ebenso bleibt auch das Fumarat 
wirkungslos, da doch bereits ohne Fumaratzugabe Oxalacetat im 
UberschuB vorhanden ist. Ist hingegen die Wasserstoffmobili- 
sierung relativ stark, wie dies in Phosphat (dank der starken Phos- 
phorylierung) der Fall ist, so wird es eher zu einer Uberreduktion 
des gebildeten Oxalacetats und somit zu einer starken Malonat- 
hemmung kommen. Diese intensivere Wasserstoffmobilisierung 
wird auch in einer intensiveren Atmung ihren Ausdruck finden. 
Von diesen Bedenken geleitet, hat Straub bei einer groBeren 
Anzahl von Versuchen die gemessene Atmungsintensitaét mit der 
Malonathemmung und der Succinatbildung in ein Koordinaten- 
system gebracht, und gefunden, daB beide GréBen, sowohl die 
Malonathemmung, wie die, mit ihr im Wesen identische Succinat- 
bildung Funktionen der Atmungsintensitat sind. 

Die Bildung des Oxalacetats ist von Phosphaten unabhangig 
lauft also, wie Banga zeigte, mit gleicher Intensitaét in Phosphat- 
oder Ringerlésung. Nicht so die Wasserstoffmobilisierung der 
Nahrstoffe. Schon mit Zuhilfenahme von Farbstoffen oder Oxal- 
acetat laBt sich zeigen, daB in Ringerlésung die Wasserstoffmobili- 
sierung gegeniiber Phosphat deutlich vermindert ist. In Ringer- 
lésung verschiebt sich also das Verhaltnis der Fumaratoxydation 
und der Wasserstoffmobilisierung zugunsten des ersteren. Diese 
Verschiebung konnte durch Banga in eindeutiger Weise de- 
monstriert werden. In einer gréBeren Anzahl von Versuchen zeigte 
Banga, daB, wahrend der in Phosphat suspendierte Muskel aus 
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Fumarat kein Oxalacetat bildet bzw. dieses ebenso rasch wieder 
reduziert, wie es gebildet wird, im Muskel, der in Ringerlésung 
suspendiert und mit Fumarat bebriitet wird, stets Oxyfumarat 
in deutlich nachweisbaren Mengen vorgefunden wird. Dement- 
sprechend fand auch Straub, da8 der in Ringerlésung suspendierte 
Muskel auch in Gegenwart von Malonat kein Fumarat zu Succinat 
reduziert, oder aber diese Reduktion ist, verglichen mit Phosphat, 
nur auBerst gering und kommt nur bei sehr geringen zugesetzten 
Fumaratmengen zur Beobachtung ( bei denen nur wenig Succinat 
angehauft werden kann, somit die Geschwindigkeit der Reoxy- 
dation des Succinats gering bleibt). Dies erklirt dann auch die 
sonst so widerspruchsvoll erscheinende Beobachtung, daB au- 
gesetztes Malonat und Fumarat in Ringerlosung viel weniger wirken 
oder ganz unwirksam bleiben. 

Das auf 8.16 wiedergegebene Atmungsschema gibt also eine 
befriedigende Erklarung fir alle in dieser Arbeit beschriebenen 
Beobachtungen. Nur einer der eingangs aufgezaihlten Punkte 
blieb unbeantwortet, die Frage nach der Bedeutung der Fumarase. 
Diese Frage hingt mit dem zur Zeit noch ungelésten Problem 
der primaren Reaktionsprodukte zusammen. Die Méglichkeit 
steht ginzlich offen, daB bei der Oxydation des Succinats nicht, 
wie allgemein angenommen, Fumarat, sondern Malat entsteht und 
die Fumarase die Aufgabe hatte, dieses Malat in Fumarat um- 
zusetzen. Ebensowenig wissen wir mit Sicherheit, was das primare 
Reduktionsprodukt der Oxalessigsiure ist. Dieses kann kaum 
eine andere Substanz sein als Apfelsiure und die wahrscheinliche 
Funktion der Fumarase ist die, diese Apfelsiure zu Fumarat um- 
zusetzen, da Malat, wie durch Laki gezeigt, selber nicht de- 
hydriert wird. 

Unbekannt ist auch das primare Oxydationsprodukt des 
Fumarats. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist dies das Oxyfumarat, 
das sich in neutraler Lésung rasch zum gr6éBten Teil in die Keto- 
form umsetzt. Ob Oxyfumarat in den Geweben schon als solches 
oder erst als Oxalacetat reduziert wird, wird wohl von den noch 
unbekannten relativen Geschwindigkeiten der einzelnen Prozesse 
abhingen *). Da Oxyfumarat, Oxymaleinat und Oxalacetat in 
neutraler Lésung miteinander im Gleichgewichte stehen, ist es 


*) Wird der gesamte Wasserstofftransport von Fumarat getragen, so 
muB jedes Molekiil des ,,Fumarats‘ im Muskel annahernd 8 mal in der Minute 
oxydiert und reduziert werden. 
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unmoglich, experimentell unter diesen drei Substanzen zu unter- 
scheiden. Darum wird in vorliegender Arbeit durchweg nur iiber 
,,Oxalacetat‘’ gesprochen, mit dem Vorbehalte, daB es ganz 
offen bleibt, mit welcher Form die Substanz tatsachlich in 
Reaktion tritt. 

Es sei nun zum SchluB nachdriicklich betont, daB alle unsere 
Untersuchungen sich in erster Linie auf zerkleinerten, in Phosphat 
suspendierten Brustmuskel der Taube beziehen. Solch ein Muskel 
ist kein ruhender, normaler Muskel und die Verhiltnisse in diesem 
System sind den normalen gegeniiber stark verzerrt. Es kam uns 
aber nicht darauf an, die Verhaltnisse des normalen, ruhenden 
Muskels festzustellen, sondern den Mechanismus zu erforschen, 
der die Grundlage der Atmung bildet. Erst durch diese Verzerrung 
der normalen Verhiltnisse ist die vorliegende Analyse erméglicht 
worden. Es ist eine Grundbedingung fiir die Analyse eines so 
komplexen, innerlich ausgeglichenen Systems, wie die Atmung, 
den Mechanismus zu verzerren oder zu zerlegen und _ hierdurch 
seine einzelnen Teile in Erscheinung treten zu lassen. 

Es fragte sich zuletzt, ob sich die mit zerkleinertem Muskel 
erhobenen Befunde auch auf andere Gewebe ibertragen lassen, 
eine Verallgemeinerung erlauben, oder aber nur einen Spezialfall 
bilden. Es war wiinschenswert, die Versuche mit einer Methode 
zu wiederholen, die den physiologischen Bedingungen niaher steht. 
Dieser Aufgabe hat sich Annau unterzogen. Er findet, daB die 
erhobenen Befunde sich auf andere Gewebe, wie Leber und Niere, 
ubertragen lassen. Aus diesen Geweben kénnen, im Gegensatz 
zum Muskel, auch Schnitte angefertigt werden, die durch manche 
Forscher als mit normalem Gewebe gleichwertig betrachtet werden. 
Daher wurde die Untersuchung auf Schnitte ausgedehnt, und 
Annau findet, daB im Verhalten der Schnitte und des an der 
Latapimaschine hergestellten Gewebsbreies keine wesentlichen 
Unterschiede bestehen. Gleichzeitig zeigte Annau, daB das auf 
den Fumaratzyklus spezifisch einwirkende Malonat tiefgreifende 
Verschiebungen im chemischen Mechanismus des intermediaren 
Stoffwechsels verursacht, ein weiterer wichtiger Beweis, daB der 
durch Malonat beeinfluBte Mechanismus im oxydativen Zellstoff- 
wechsel eine zentrale Rolle spielt. 

Immerhin aber hat man keine Sicherheit, daB selbst die 
Gewebeschnitte die normalen Verhialtnisse widerspiegeln. Darum 
hat es Huszak unternommen zu untersuchen, ob die Ver- 
schiebungen im Chemismus des Stoffwechsels, die in vitro be- 
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obachtet wurden, auch im ganzen Tier reproduzierbar sind. Wie 
im letzten Teile dieser Arbeit berichtet werden soll, ist dies 
tatsachlich der Fall. 

Zum Schlusse seien noch zwei Umstinde namhaft gemacht, 
die die beschriebene Rolle des Fumarats bedenklich erscheinen 
lassen k6nnten. Seit Neuberg und Tirs!*) Untersuchungen ist 
es bekannt, daB Oxalessigsiure durch Gewebe zu Brenztrauben- 


' siure decarboxyliert wird. Nach Wieland?%) soll sogar gekochter 


Muskel ahnlich wirken. Hahn, Haarmann und Fischbach") 
haben sich mit diesem ProzeB eingehend beschaftigt. Wird das 
Oxalacetat decarboxyliert, so ist es fiir die katalytische Funktion 
des Wasserstofftransportes verlorengegangen. Diese Decarboxy- 


'jierung ist aber ein relativ langsamer ProzeB, wihrend dessen die 


Lebensdauer der einzelnen Oxalessigséuremolekiile dank der 
raschen Reduktion nur sehr kurz sein kann. Sollte sich Oxalacetat 
aus irgendeinem Grunde anhaufen, so kann die Decarboxylation 
sicherlich zum Schwunde der Substanz fiihren. Huszaks und 
Straubs Arbeiten geben direkte Beweise dafiir, da8 dies auch 


_ tatsichlich der Fall sei, und daB das Fumarat, das nicht zur Kata- 
lyse nétig ist und somit nicht mit geniigender Geschwindigkeit 


reduziert wird, tatsdichlich auch auf diesem Wege verschwindet. 
Soliten im Stoffwechsel stets geringe Mengen Succinats bzw. 


Fumarats gebildet werden, so wird ihr zur Katalyse unndtiger 
| UberschuB durch diese von Hahn und Mitarbeitern beschriebene 


Reaktion entladen, die gleichsam wie der Abflu8 am Wasser- 


bade wirkt. 


Es mag vielleicht befremdend wirken, einer so einfachen 
Substanz wie Fumarat eine so grundlegende Funktion zuzuschreiben. 


Es sei aber darauf hingewiesen, daB Succinat bzw. Fumarat 
_— strukturchemisch betrachtet — ganz einzig dastehende Sub- 
stanzen sind. Bekanntlich haben die «- und f#-C-Atome stets 


besondere Eigenschaften, die sich in ihrer besonderen Reaktions- 
fihigkeit kundgeben. Nun gibt es bloB eine Substanzgruppe, die 
zwei vizinale C-Atome enthalt, die beide zugleich «- und 6-C-Atome 
sind: die Gruppe der C,-Dicarbonsaéuren. 

In vorliegender Arbeit wird die Literatur und Geschichte 
moglichst kurz gehalten. An Stelle der ausfiihrlicheren Besprechung 
verweisen wir auf die von H.v. Euler herausgegebene Mono- 


12) Biochem. Z. 32, 330 (1911). 
18) Liebigs Ann. 486, 229 (1923). 
14) Vgl.a.a.O. S. 11. 





| 


; 
' 
¢ 
* 
: 
Mi 
i 


16 A. Szent-Gyérgyi, 


graphie: Kuler, W. Franke, R. Nielsson und K. Ziele, Die 
Katalasen und die Enzyme der Oxydation und Reduktion (Verlag f 
J. F. Bergmann, Minchen 1934), sowie die Geschichte der Dehydro. 


genase und der Co-Dehydrasen von D.C. Harrison, Erg. 4, 
Enzymforschung 4, 297 (1935). 


Als Zusammenfassung des Gesagten sei hier das oben an- 


gefiihrte Atmungsschema wiederholt, in dem, anlehnend an War. 


burg), an Stelle des WKS die Reihe der Haimatine eingetragen 
ist. Dieses Schema wird in der nachsten Zukunft wahrscheinlich 


noch durch einen Zyklus erginzt werden, in dem die Fumarase 


ihre Wirkung ausiibt. 
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Methodisches. 


Um Wiederholungen vorzubeugen, sollen hier kurz -die in den nach- 
folgenden Arbeiten meist gebrauchten allgemeinen Methoden _beschrieben 
werden. 

Als Material diente der zerkleinerte, in Phosphat suspendierte Brust- 
muskel der Taube. Die Tiere wurden durch Dekapitieren getétet, sogleich 
aufgespannt, der Brustmuskel mit einem scharfen Messer ausgeschnitten, 
einige Sekunden auf Eis gekiihlt, dann rasch in der eisgekiihlten Latapi- 
hackmaschine gemahlen. Diese Hackmaschine entspricht im Wesen den 
gewohnlichen Fleischhackmaschinen, mit dem Unterschied, daB das Gewebe 
nicht durch einen Wurm, sondern mit einem Kolben gegen die gelécherte 
Scheibe angepreBt wird. Hierdurch wird die mechanische Schadigung des 
Gewebes weitgehend vermindert. Das Messer ist scharf und liegt genau der 
gelécherten Scheibe an. Der erhaltene Brei besteht aus distinkten Stiickchen 
des Gewebes. Die Lécher an der Scheibe sind 1,5 mm im Durchmesser. Die 
Gewebestiickchen, die wir erhalten, sind aber kleiner, da die rasch rotierenden 


1’) Warburg, Negelein u. Haas, Biochem. Z. 266, 1 (1933). 
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j Uber die Bedeutung der Fumarsaure fiir die tierische Gewebsatmung. 


Messer das in die Lécher dringende Gewebe in rascher Folge abschneiden. 
Der Durchmesser des gr6Bten Teiles der Stiickchen liegt um 0,3—0,5 mm*), 


Es ist wohl wichtig, diese Verhaltnisse zu betonen, da ein so gemahlener 
Muskel von manchen Forschern als ein Gewebsbrei aufgefaBt wird, in dem 
die Zellstruktur vernichtet ist. Dies trifft nicht zu. Der ,,Brei‘S besteht aus 
relativ intakten Gewebsstiickchen und kann mit den Gewebsschnitten ver- 
glichen werden. Solch ein Gewebsstiick ist eigentlich ein Gewebsschnitt, mit 
dem Unterschied, daB der Schnitt nicht in einer, sondern in drei aufeinander 
senkrechten Ebenen angelegt ist. Werden Leber oder Niere in dieser Weise 
zerkleinert, so enthalten die einzelnen Stiickchen im Durchschnitt 10000 
Zellen**). 

Sollte das Muskelgewebe ,,gewaschen“* werden, so wurde der Brei im 
20fachen Volumen destillierten, eisgekiithlten Wassers suspendiert, hier unter 
sanftem Riihren 10 Minuten lang belassen, durch ein Tuch filtriert und dann 
ausgepreBt. Je nach Bedaiirfnis wurde dieses Waschen 1—3mal wiederholt. 


Zum Zwecke der respirometrischen oder der Thunbergversuche wurde 
der gemahlene, gewaschene oder ungewaschene Muskel in 2,65/15 Mol. eis- 
gekiihlten Phosphats von py 7 suspendiert. Auf je 10g Gewebe wurden 
30 com Pufferlésung gebraucht. Das Mahlen und Suspendieren wurde még- 
lichst rasch ausgefiihrt und der Versuch womdglich sogleich vorgenommen, 
die Suspension sonst bei 0° bewahrt. 


Zum respirometrischen oder Thunbergversuch wurde von dieser Mus- 
kelsuspension stets 1,5 ccm (annaihernd 0,4 g Gewebe entsprechend) ab- 
pipettiert. Im VersuchsgefaB wurde das Volum mit Wasser oder sonstigen 
Zusitzen stets auf 4 ccm aufgefiillt, so daB die Endkonzentration des Phos- 
phats 1/,; Mol. entsprach. 


Die respirometrischen Versuche wurden, wo nicht anders hervor- 
gehoben, in dem mit SeitengeféB versehenen Barcroftapparat von 45 ml 
Volum vorgenommen (Fig. 1). Die CO, wurde durch ein mit NaOH befeuch- 
tetes Filterpapier gebunden, das in einem Becherchen im Halse des Mano- 
meters an einem Stahldrahtbiigel aufgehangt wurde***) (Fig.1). Alle Versuche 
wurden bei 37° ausgefiihrt. Es wurde stets 10 Minuten vorgeschiittelt, dann 
die Hihne geschlossen und das Manometer alle 10 Minuten abgelesen. Langer 
als 1 Stunde wurden die Versuche — abgesehen von Annaus besonderen 
Experimenten — wegen AusschluB von Autolyse und Mikrobentatigkeit nicht 
ausgedehnt. 


*) Das MaB der Stiickchen ist von dem Drucke und von der Geschwindig- 
keit der Messer abhangig. 

**) In der Latapimiihle, wie sie in den Handel kommt, hat die gelécherte 
Scheibe eine konvexe, rohe hintere Oberflache, die gegen eine zweite konkave 
Scheibe anliegt. Zwischen beiden Flachen wird der Gewebsbrei zermahlen, 
wodurch ein groBer Teil der Zellen beschaidigt wird. In unseren Versuchen 
wurde diese zweite konkave Scheibe entfernt, so daB die Gewebsstiickchen 
in dem Zustande weiter verwendet wurden, wie sie die gelécherte Scheibe 
passierten. 

***) Die friiher vonAmbrus, BangaundSzent-Gyérgyi [Biochem. Z. 
240, 473 (1931)] beschriebene Methode der Adsorption der CO, wurde ver- 
worfen, da sich das Abtropfen der Lauge nicht ausschlieBen lat. 
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18 A. Szent-Gyérgyi, 


Die Dehydrierungsversuche wurden in den von mir friiher modi. 
fizierten Thunbergréhren vorgenommen. Da es nétig war, gréBere Serien 
von Versuchen unter vergleichbaren Bedingungen vorzunehmen, wurden je 
12 Réhrchen im Sinne der Fig. 2 an ein weites, mit Hahn versehenes Rohr 








Fig. 1. Fig. 2. 


angeschmolzen. Diese Anordnung hat den groBen Vorteil, daB sie es gestattet, 
gréBere Serienversuche unter identischem O,-Druck anzustellen. Der Farb- 
stoff wurde in die SeitengefiBe einpipettiert und erst nach Evakuieren dem 
Gewebsbrei zugegeben. 

In unserer Arbeit war es 6fters von Bedeutung, den der Dehydrierung 
entgegengesetzten ProzeB, die Hydrierung, zu messen. Zum Messen dieses 
Vorganges stand bis jetzt keine Apparatur zur Verfiigung. Bei diesem Versuch 
muB an Stelle von Farbstoff Leukofarbstoff dem Reaktionsgemisch zugesetzt 
werden. Die Schwierigkeit des Versuches ist die, daB das Ausmessen des 
Leukofarbstoffes in vacuo vorgenommen werden muB. 

Wir haben uns folgender, auf Fig. 3 dargestellter Apparatur bedient. 
Wie bei Fig. 2 wurden 12 Thunbergréhren an ein Hauptrohr angeschmolzen. 





Gegeniiber jedem Rohr wurde ein kleines, blind endendes Réhrchen angebracht. 
Das Volumen dieses Réhrchens war 1,5 ml. Am einen Ende des Hauptrohres 
befand sich ein etwa 35 ml fassendes GefiB. In dieses wurde die Farbstoff- 
lésung eingebracht. Nach erfolgter Evakuierung wurde aus dem Ansatzrohr 
Natriumhydrosulfitlésung (Na,S,O,) zugelassen, bis der Farbstoff entfarbt war. 
In einigen Versuchen war es nétig, einen geringen Uberschu8 von Sulfit zu- 
zugeben, um den Sauerstoff, der aus dem Muskel nicht ginzlich entfernt 
werden konnte, zu kompensieren. 

Durch Drehen seines Rezeptakels wurde die Leukofarbstofflésung in 
das lange zentrale Rohr einlaufen gelassen und fiillte die kurzen Réhrchen. 
Sein UberschuB wurde in das Reservoir zuriickgegossen. Durch entsprechendes 
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modi. — Neigen des Apparates wurde nun die also verteilte Leukofarbstofflésung den 
Serien Versuchsréhren, in die der Muskelbrei mit sonstigen Zusatzen eingefiillt war, 
den je zugegossen. Die Farbainderungen konnten nun im Wasserbade beobachtet 


| Rohr — werden. Nur die Reaktionsréhren werden in das Wasser versenkt. Fiir be- 
' sonderes Schiitteln war nicht gesorgt. Ab und zu wurde der ganze Apparat 
mit der Hand energisch durchgeschiittelt. Ist der Apparat geniigend evakuiert, 
so sorgt das fortwaihrende Kochen der Fliissigkeit fiir das nétige Mischen. 
Je nach den Umstanden wurden verschiedene Farbstoffe als Redox- 
Indicatoren verwendet. Sollten Dehydrierungen in Gegenwart von Fumarat 
nachgewiesen werden, so muBte ein stark positiver Farbstoff verwendet werden, 
dessen Leukoform die Fumarsiaure nicht mehr zu reoxydieren vermag, dessen HL, 
also um mindestens 100 mV positiver ist als das H, des Succinat-Fumarat- 
systems. Beliebig positiv konnte aber der Farbstoff auch nicht sein, da um 
200 mV das Protoplasma stark zu reduzieren beginnt. Am geeignetsten wurde 
das 1-Naphthol-2-sulfonat-indo-2,6-dichlorphenol gefunden, dessen Hj, nach 
Gibbs, Cohen und Cannan!*) bei + 119 mV liegt (pq 7). 
Als Farbstoff von mittlerem H, wurde Methylenblau gebraucht. Als Farb- 


0% stoff negativeren Charakters wurde Indigo—Carmin (5,5’-Indigosulfonat) ver- 
sai wendet, dessen Hp. nach Sullivan, Cohen und Clark?’) bei —- 125 mV 


liegt (px 7). 


see =~ 330)38). 

oe Als Co-Ferment diente in allen unseren Versuchen das von Banga!’) 

dla und mir beschriebene, als Hg-Salz isolierte und iiber Phosphorwolframsaure 

: ra gereinigte Co-Ferment der Milchsaéureoxydation. Die Substanz wird kurz 
‘ ,.Co-Dehydrase“ genannt. Bei allen Versuchen wurden 0,5 mg dieser Sub- 

stanz verwendet. 

Das in dieser Arbeit gebrauchte Hydroxyfumarat und Hydroxymaleinat 
wurde nach der Methode von Wohl und Osterlin hergestellt?°). Es ist recht 
schwierig, oxymaleinatfreies Oxyfumarat oder oxyfumaratfreies Oxymaleinat 
herzustellen, da sich die Isomeren rasch ineinander umwandeln und eine 
Gleichgewichtsmischung geben. Die Reinheit kann durch den Schmelzpunkt 
beurteilt werden (Schmelzpunkt Oxyfumarat nach Wohl und Osterlin 184°, 
Oxymaleinat 152°). Der Schmelzpunkt der gebrauchten Praparate wird an 
entsprechender Stelle angegeben. 

In neutraler Lésung setzen sich beide Substanzen augenblicklich in die 
Ketoform um, so da8 wir unter ,,Oxalessigsiure’ in vorliegender Arbeit eine 
frisch zubereitete neutrale Lésung des Gleichgewichtsgemisches von Oxy- 
fumarat und Oxymaleinat verstehen*). 


cht. aaa a esas 

hres 16) Hyg. Lab. Bull. Washington 151, 159 (1928). 

toff- 17) Hyg. Lab. Bull. Washington 151, 78 (1928). 

rohr 18) K. G. Stern, Tab. biol. 10, 4 (1934). 

war. 19) Diese Z. 217, 39 (1933). 

au & 20) Ber. chem. Ges. 34, 1139 (1901). 

ernt § *) Ich bin fiir die Herstellung einiger Praparate der I. G. Farben- 
_  industrie A.-G., Frankfurt a. M.-Héchst, zum Danke verbunden. Dieselbe 

y in Firma hat sich auf meine Bitte hin bereit erklart, diese Substanz als Labora- 

hen. toriumspraparat herzustellen und hiervon auf besonderen Wunsch kleinere 

ides § Mengen als ,,Enol-oxalessigsiure“ abzugeben. 
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90 I. Banga, 


Es war 6fters nétig, zwischen Oxalacetat und Pyruvat zu unterscheiden, 
die beide eine identische Nitroprussidreaktion geben. Dies konnte mit Hilfe 
von Anilin geschehen, das bekanntlich Oxalacetat, nicht aber Pyruvat zersetzt. 

Wir lésen 5°/, Anilin im 0,2 mol.-py 5-Acetatpuffer und geben von 
dieser Lésung gleiche Teile zur zu untersuchenden Fliissigkeit. Dann wird 
15 Minuten bei 37° bebriitet, mit NaOH alkalisiert, 2mal mit Ather aus. 
geschiittelt (wodurch das iiberschiissige Anilin entfernt wird). 

Um Wiederholungen zu vermeiden, sei noch ein Wort iiber die Fumarase 
gesagt. Wie bekannt, enthalt der Muskel, selbst auch noch im gewaschenen 
Zustande, eine hochwirksame Fumarase. Wird also Fumarat dem Muskel 
zugesetzt, so wird, wenn keine ganz besonderen MaBnahmen getroffen werden, 
dieses in kiirzester Zeit zu */, in Apfelsiure umgesetzt und somit der Bestim- 
mung entzogen. Dasselbe gilt auch fiir das natiirlich anwesende Fumarat. 
Die analytisch gefundenen Fumaratwerte miissen also stets mit 4 multipliziert 
werden, um die gesamte, in der Oxydationsstufe des Fumarats befindliche 
Substanz zu ergeben. Diesen Wert, der also dem Vierfachen des analytisch 
gefundenen Fumarats entspricht, werden wir kurzweg als_ ,,Fumarat* 
(Fumarat in Anfihrungszeichen) bezeichnen. 


Einflu8 der C,-Dicarbonsiuren auf die Gewebsatmung. 


Von 


I. Banga. 


Die Grundlage vorliegender Arbeit bilden 60 Versuche, in 
denen die Atmung des Taubenbrustmuskels (in Phosphat) ohne 
Zusatz, mit Zusatz von Fumarat (5 mg), Malonat (4mg) und 
endlich bei gleichzeitigem Zusatz von Fumarat und Malonat 
(65mg bzw. 4mg) gemessen wurde. Entsprechend dem Verhalten 
des Muskels zerfallen die Versuche in 8 Gruppen. In der ersten 
Gruppe, die die gréBte Anzahl der Versuche umfaBt (40), zeigte 
der Muskel ein der Fig. 4 entsprechendes Verhalten. Ohne Zusatz 
gab er eine starke initiale Sauerstoffaufnahme, die aber bald zu 
sinken begann, um gegen Ende stark abzufallen. Mit Fumarat- 
zusatz gab der Muskel eine starke, kontinuierliche Aufnahme. 
Gegeniiber dem Kontrollversuch gab also Fumarat eine starke 
Atmungssteigerung. Malonat gab eine starke Hemmung. Mit 
Fumarat und Malonat atmete der Muskel wie mit Fumarat allein. 

In der zweiten, kleineren Gruppe (16) gab der Muskel auch 
ohne jeden Zusatz eine starke, kontinuierliche Atmung. Fumarat 
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beforderte nicht oder nur wenig. Malonat hemmte stark. Fumarat 
plus Malonat atmete wieder wie Fumarat allein. 

In einer geringen Anzahl von Versuchen (4) zeigte der Muskel 
nur eine geringe spontane Atmung, wurde durch Fumarat nur 
wenig gesteigert, durch Malonat nur wenig gehemmt. Die schwache 
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Atmung wies auf eine starke Schidigung des Priparates. Diese 
Versuche wurden ausgeschaltet. 

Aus der eingehenden Untersuchung obiger 56 Versuche geht 
hervor, da8 das Fumarat nur dort die Atmung gegeniiber der 
zusatzfreien Kontrolle zu steigern vermag, wo diese beginnt sich 
zu vermindern. Zeigt der Muskel eine starke Atmung, wie in 
der ersten Gruppe zu Beginn oder in der zweiten Gruppe wahrend 
des ganzen Versuches, so ist Fumarat unwirksam bzw. unfahig, 
die Atmung weiter zu steigern. Aus dieser Beobachtung geht der 
SchluB hervor, daB das Fumarat die Atmung eigentlich nicht 
, steigert’‘, sondern bloB ,,konserviert‘, vom Abfall bewahrt. Hs 
wird also durch Fumarat kein kiinstliches Atmungssystem in 
Gang gesetzt, sondern das normale funktionsfaihig erhalten. 

Nicht nur die Sauerstoffaufnahme bleibt durch Fumaratzusatz besser 
erhalten, sondern das ganze Gewebe bzw. sein ganzes Atmungssystem wird 
durch Fumarat vor Zugrundegehen geschiitzt. Ubertraigt man namlich das 
Gewebe, das einige Zeit im Respirometer ohne Fumaratzusatz atmete, und 
in seiner Sauerstoffaufnahme auf niedrige Werte fiel, in das Thunbergrohr, 
und mi8t nun sein Hydrierungsvermégen Farbstoffen gegeniiber, so zeigt sich, 
da8 die Entfairbungsintensitét auf niedrige, der abgeschwachten Atmung 
entsprechende Werte gesunken ist. Vergleicht man hiermit die Dehydrierung 
des Gewebes, das die gleiche Zeit unter Fumaratzusatz atmete und seine 
Sauerstoffaufnahme bewahrte, so findet man, daB dieses Gewebe eine normale 
Dehydrierungsintensitat zeigt, obwohl man erwartet hatte, daB dieses Gewebe 
noch schwacher dehydriert, da es doch im Respirometer bei der héheren 








é 
id 


22 I. Banga, 


Sauerstoffaufnahme mehr von seinen Donatoren verbrauchte. Das Fumarat 
wirkt also auf das ganze Dehydrierungssystem des Gewebes konservierend, 

Man darf natiirlich aus dieser Beobachtung nicht den SchluB ziehen, 
daB die Fumarséure primar auf die Dehydrierung einwirke. Wir finden, 
daB das Dehydrierungssystem in allen Versuchen gleich leidet, in denen man 
die Atmung in irgendeiner Weise hintanhalt. Wird die Atmung _hintap. 
gehalten, so wird dadurch das Gewebe geschadigt und es leidet auch das De. 
hydrierungssystem entsprechend, so dafs man letzten Endes stets ein der 
gesamten Atmung entsprechendes Dehydrierungsvermégen erhalt (vgl. Banga, 
Schneider und Szent-Gyérgyi, a.a.O. 8.7), auch wenn das Gift nicht 
primar auf die Dehydrasen einwirkte. Weder Arsenit, noch Malonat oder 
Maleinat haben primar auf die Dehydrierung einen hemmenden Einfluf. 
Doch findet man, nachdem das Gewebe mit diesen Giften im Respirometer 
geschiittelt wurde, im nachfolgenden Thunbergversuch eine der geringeren 
Atmung entsprechende verminderte Dehydrierung. Diese Schadigung des 
Gewebes bzw. Dehydrierungssystems scheint oxydativer Art zu sein, da sie 
nicht eintritt, wenn die Atmung durch Cyanat hintangehalten wird, oder 
die genannten Gifte (Malonat, Maleinat, Arsenit) anaerob zugesetzt werden. 
Anaerob haben diese Gifte keinen hemmenden EinfluB. Wird aber das Gewebe 
mit den genannten Giften aerob bebriitet, so sinkt das Dehydrierungsvermégen 
um letzten Endes ein der reduzierten Sauerstoffaufnahme entsprechendes 
Dehydrierungsvermégen zu zeigen. 

Besonders deutlich tritt all dies hervor, wenn man die Wirkung des 
Malonats und des zugleich zugesetzten Fumarats untersucht. Malonat hemmt 
die Atmung stark. Wird das Gewebe einige Zeit mit Malonat aerob geschiittelt, 
so erhalt man im nachfolgenden Thunbergversuch ein stark vermindertes 
Dehydrierungsvermégen. Diese Verminderung tritt nicht ein, wenn das 
Gewebe dieselbe Zeit mit Malonat anaerob stand, oder wenn man die Wirkung 
des Malonats im aeroben Versuch durch Fumaratzugabe ausschaltet. In 
diesem Versuch, in dem Fumarat und Malonat zugleich zugesetzt waren, 
bleibt sowohl die Sauerstoffaufnahme, wie auch das Dehydrierungsvermégen, 
trotz Gegenwart des Malonats erhalten. 

Es darf also, aus der Parallele der Sauerstoffaufnahme und der Dehy- 
drierung aerob bebriiteter Gewebe nicht darauf geschlossen werden, daf 
das Gift primar auf die Dehydrase einwirke. Von diesem Standpunkt aus 
bediirfen die zitierten Versuche von B., Sch. und Sz. iiber Arsenitwirkung 
einer Revision. 

Aus dem Gesagten ist auch leicht verstandlich, warum das Fumarat 
eine viel geringere Wirkung entfaltet, wenn es dem Muskel nicht zu 
Beginn des Versuches, sondern bereits nach Abschwachung der Atmung oder 
nach vollentwickelter Malonatwirkung zugesetzt wird. 


Untersuchen wir nun, welche Fumaratkonzentration nétig ist, 
um diesen konservierenden Einflu8 auszuiiben, der gegeniber 
der Kontrolle oft als eine Steigerung von mehreren 100°/, er- 
scheint, so ergibt sich, daB die hierzu notigen Fumarat- 
konzentrationen nur duBerst gering, von der GrdSenordnung 
der normalen Fumaratkonzentrationen des Muskels sind. 2,4 mg 
auf die 4 ml Flissigkeit (60 mg-°/,) geniigt, um einen maximalen 
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oder submaximalen Effekt zu geben. Moyle?!) findet im Muskel 
0—30 mg-°/, Succinat, Straub findet 10 mg-°/, ,,Fumarat™. 
Setzen wir den Gehalt des Muskels an freiem Wasser auf 50°/,, 
so miissen diese Werte mit 2 multipliziert werden, um die aktuelle 
Konzentration zu ergeben. Diese Werte sind von derselben GréBen- 
ordnung wie die Fumaratkonzentration, die in unserem Versuch 
eine maximale Wirkung entfaltet. Huieraus ergibt sich, daB der 
Abfall der Atmung in unseren 40 Versuchen durch das Weg- 
diffundieren des normalen Fumarats bedingt war. Wird dieses 
Wegdiffundieren durch Kompensation hintangehalten, indem zur 
AuBenfliissigkeit Fumarat in gleicher Konzentration zugesetzt wird, 
so bleibt der Abfall der Atmung aus. Diese Versuche geben zu- 
gleich den direkten Beweis, daB die normale geringe Fumarat- 
konzentration geniigt, um die gesamte Atmung zu tragen. Dies 
tritt besonders im Versuch mit Malonat hervor, in dem die Atmung 
still liegt und durch den Zusatz der genannten fumaratmenge 
auf ihr urspriingliches Niveau gebracht wird. In diesem Fall wird 
offenbar die gesamte Atmung durch das zugesetzte Iumarat 
cetragen. 

Von allen Mono- und Dicarbonsiauren ist diese Wirkung fiir die C,-Dicar- 
bonsiuren spezifisch. Alle anderen (Oxal-, Malon-, Tartron-, Mesoxal-, 
Glutar-, Adipin-, Pimelin-, Azelain-, Kork-, Essig-, Propion-, Butter-, Acryl-, 
und Crotonséure) niedrigeren Mono- und Dicarbonséuren sind inaktiv oder 
hemmen. 

Es fragt sich nun, welche von den méglichen nachst hoéheren 
Oxydationsstufen die Fumarsaéure in ihrer Funktion ersetzen 
kann. Acetylendicarbonséure, sowie die 8 Weinsiuren waren 
inaktiv. Hingegen wirkte ,,Oxalessigsiure“ in jeder Beziehung 
wie Fumarat. Dasselbe gilt von den frisch zubereiteten 
Lésungen von Oxyfumarat und Oxymaleinat. Wurde also der 
Wasserstofftransport von Fumarat durch den Wechsel mit einer 
hdheren Oxydationsstufe getragen, so konnte diese hdhere 
Oxydationsstufe nur das ,,Oxalacetat‘‘ sein, und es muBten die 
Oxydation des Fumarats und die Reduktion des Oxalacetats 
untersucht werden, ob sie den Anforderungen der Atmungs- 
katalyse entsprachen: ob sie mit einer Intensitit vor sich gingen, 
die der gesamten Atmung gleich war oder diese itibertraf. Ks 
muBten in der Zeiteinheit durch das Gewebe wenigstens die mit 
dem verbrauchten Sauerstoff aquivalenten Mengen von Fumarat 
oxydiert und Oxalacetat reduziert werden kdnnen. 


21) Biochemic. J. 18, 351 (1924). 
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Beginnen wir mit der Reduktion des Oxalacetats, so ist die 
erste Frage die, ob der Muskel Oxalacetat iiberhaupt zum Schwunde 
zu bringen vermag. Zur Entscheidung dieser Frage kann die Nitro. 
prussidreaktion herangezogen werden. In gesattigter Ammon. 
sulfatlésung gibt Oxalessigsiure mit Nitroprussid und Ammoniak, 
ahnlich wie Brenztraubensiure, eine tiefblaue Farbe. Werden 
also dem Muskel steigende Mengen von Oxalacetat zugesetzt, das 
Gemisch bebriitet, mit Trichloressigsiure enteiweibt, so kann 
mit der Nitroprussidreaktion festgestellt werden, ob iiberhaupt 
noch Oxalacetat da ist. (Die Decarboxylierung stért hier nicht, 
da die hierbei entstehende Brenztraubenséure eine dem Oxalacetat 
gleiche Farbenreaktion gibt.) 

Diese Versuche zeigten, daBb der Muskel sowohl aerob (Schiitteln 
an der Luft) wie anaerob (in der Thunbergrohre) relativ grofe 
Mengen von Oxalacetat zum Schwunde zu bringen vermag. Im 
aeroben Versuch waren die verschwundenen Mengen noch etwas 
ordBer. In den 15 diesbeziiglichen Versuchen vermochte 1 g Muskel 
(in Phosphat) aerob in 10 Minuten 10 mg Oxalacetat in 7—18, ge- 
mittelt in 10 Minuten zum Schwunde zu bringen. Anaerob 
(mdglicherweise wegen mangelhaften Schiittelns) war die Zeit 
etwas linger, 183—20, gemittelt 15 Minuten. 1 g Muskel verbraucht 
in 10 Minuten in seiner Atmung 1 mg O,. Dies ist mit 8 mg Oxal- 
acetat aquivalent. 

DaB fiir diesen Schwund des Oxalacetats die Nahrstoff- 
dehydrierung bzw. Dehydrasen, somit eine Reduktion  ver- 
antwortlich sind, kann mit Hilfe des gewaschenen Muskels ge- 
zeigt werden. Solch ein Muskel enthalt Dehydrasen, jedoch keine 
Wasserstoffdonatoren. Dementsprechend vermag er auch keine 
Oxalessigsiure zum Schwunde zu bringen. Werden aber ent- 
sprechende Donatoren und Co-Dehydrase zugesetzt, so wird 
Oxalacetat energisch reduziert. So z. B. wird in einem Versuch 
durch 0,4 g gewaschenen Muskel in Gegenwart von 10 mg Glutamin- 
siure 8 mg Oxalacetat, in Gegenwart von 10 mg Hexosediphosphat 
1 mg Oxalacetat in 5 Minuten zum Schwunde gebracht. Bei 
Co-Fermentzugabe steigt die reduzierte Menge auf das Doppelte. 

Ascorbinsiure oder SH-Verbindungen (Cystein) reduzieren 
auch in Gegenwart von Muskel kein Oxaloacetat. 

Wird der in Phosphat suspendierte Muskel in Gegenwart von 
Fumarat (10—20 mg auf 4ml und 0,4 g Muskel) 10—20 Minuten 
lang an der Luft geschiittelt, so findet man kein Oxalacetat oder 
bloB eine sehr geringe Nitroprussidreaktion. Wird hingegen dem 
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Muskel 0,05 Mol. Arsenit zugegeben, die Mischung 10 Minuten 
lang an der Luft geschiittelt, dann das Fumarat zugesetzt, so 
erhilt man nach 10—20 Minuten langem weiteren Schitteln eine 
intensive Reaktion mit Nitroprussid, die negativ ausfallt, wenn 
das Gemisch vorher mit Anilin behandelt wurde (vgl. S. 20), 
also durch Oxalacetat bedingt sein muBte. 


Ohne Fumaratzusatz bleibt die Reaktion negativ. Ebenso 
negativ bleibt die Reaktion, wenn mit Fumarat anaerob_ be- 
britet wird. 

Das in 10 Minuten durch 1 g Muskel in dieser Weise gebildete 
Oxalacetat ist, nach der Intensitaét der Nitroprussidreaktion 
beurteilt, ungefahr 1 mg. 


Der mit Arsenit behandelte Muskel zeigt zugesetztem Oxal- 
acetat gegeniiber ein stark vermindertes Reduktionsvermdégen. 
0,4 ¢ dieses Muskels vermag von 2 mg des zugesetzten Oxalacetats 
in 10 Minuten nur die Halfte zum Schwunde zu bringen. Farb- 
stoffen gegeniiber zeigt der Muskel auch ein stark vermindertes 
Reduktionsvermégen. Wird 0,2 mg Methylenblau durch den 
Muskel z. B. in 1 Minute entfarbt, so zeigt der Muskel nach Arsenit- 
behandlung eine Entfarbungszeit von 7—10 Minuten. Durch 
Zugabe von Hexosediphosphat, Glutaminat oder Succinat (20 mg) 
kann die Entfarbungszeit auf 2—4 Minuten herabgedriickt werden. 
Milchséure ist inaktiv. 


Auch das Vorkommen einer hochaktiven Fumardehydrase 
kann in diesen arsenitbehandelten Muskeln demonstriert werden, 
nur mu8B ein positiver Indikator, wie das Naphthol-sulfo-chlor- 
phenol, verwendet werden (vgl. 8.19). In Gegenwart dieses 
Indicators (0,2 mg) kann die Entfairbungszeit mit Fumaratzusatz 
(10mg) von 7—10 Minuten auf 2—5 Minuten herabgedriickt 
werden. Die Fumardehydrase ist aéuferen physikalischen Ein- 
criffen gegeniiber, wie Verreiben mit Sand oder Gefrieren (— 15° C), 
resistent. Der einmal gewaschene Muskel enthalt noch stets eine 
recht aktive Dehydrase fiir Fumarat, diese ist aber nur noch mehr 
im Inneren der Muskelstiickchen vorhanden, da sie erst zur Geltung 
kommt, wenn der Muskel mit Sand verrieben wird. Solch ein 
Muskel gibt aber noch stets eine intensive Spontanentfarbung, 
so daB die Fumardehydrase erst mit Arsenitbehandlung nach- 
gewiesen werden kann. Einfaches Schiitteln (10 Minuten) an 
der Luft ohne Arsenit geniigt auch schon oft, um die Dehydrase 
zum Vorschein zu bringen. 
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Zweimal gewaschener Muskel ist praktisch inaktiv. Ist in 
ihm noch eine Fumardehydrase anwesend, so verschwindet diese 
auch in kiirzester Zeit, selbst bei 0° C. 

Wird der Muskel sogleich nach dem Tode dem Tiere ent. 
nommen, rasch in grobe Stiicke zerschnitten, 1 Minute auf His 
gekiihlt, dann in der gekihlten Latapimaschine gemahlen, der 
Brei im 10—20fachen Volumen eisgekiihlten Wassers suspendiert, 
hier unter stetem Riihren 10 Minuten belassen, durch ein dicht- 
gewobenes Tuch filtriert und durch das Filtrat [anlehnend an 
Warburg und Christian?*)| CO, unter Kiskihlung eingeleitet 
(bis eine kleme entnommene Probe an der Zentrifuge maximale 
Fallung und klare Flissigkeit ergibt), so erhailt man beim nach- 
folgenden scharfen Zentrifugieren einen Niederschlag, der neben 
anderen Fermenten eine hochaktive Fumardehydrase enthalt. Das 
Praparat ist relativ donatorfrei und kann fiir Fermentstudien ge- 
braucht werden. 

Das von 100 g Muskel bereitete Ferment wurde stets in 50 ml 
2,65 Mol. Phosphat suspendiert. Aus dieser Suspension wurde 
dann stets 1 ml fiir einen Versuch genommen und mit Wasser 
oder sonstigen Zusatzen auf 4 ml verdiinnt. Da durch das einmalige 
Waschen die Fumardehydrase nur ungefaihr zur Halfte extrahiert 
wird und die Fallung auch keine vollstindige ist, entspricht dieses 
1 ml des Priparates ungefahr 0,4¢ Muskel, der in unseren 
Respirationsversuchen stets verwendet wird. 

Dieses Fermentpraparat enthalt eine hochaktive Milchsaure- 
und Citronenséuredehydrase. Hexosediphosphat wird schwach 
dehydriert. Diese Dehydrase bleibt im Muskelriickstand zuriick. 
Die Dehydrierung der Glycerinphosphorsiure und Glutaminsaure 
ist gewohnlich gut. Auch Succinat wird energisch dehydriert oder 
aerob oxydiert, was auf ein wohlerhaltenes WKS hinweist. Ebenso 
energisch wird auch p-Phenylendiamin oxydiert, als Zeichen eines 
sehr aktiven ,,Atmungsfermentes*. 

Das Praparat ist gewohnlich nicht ganz donatorfrei und gibt 
eine Spontanentfarbung von 0,2 mg Naphtholsulfochlorophenol in 
etwa 8—16 Minuten. In Gegenwart von Co-Ferment und Fumarat 
verringert sich die Entfarbungszeit auf 3—6 Minuten. Ohne 
Co-Ferment, mit Fumarat allein, dauert die Reduktion ungefihr 
doppelt so lang. Co-Ferment allein beschleunigt die Spontan- 
entfairbung auch einigermafen. 


22) Biochem. Z. 266, 411 (1933). 
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Nicht alle Praiparate sind Fumarat gegeniiber gleich aktiv. 
Die besonders aktiven geben ihre Aktivitaét schon in einer kiirzeren 
Spontanentfaérbung (Entfarbung ohne Donatorzusatz) kund. 


Wahrend der einmal gewaschene Muskel, sowie das soeben 
beschriebene Fermentpraparat Fumarat in Gegenwart eines Farb- 
stoffes als Acceptor energisch zu dehydrieren vermoégen, sind 
beide Préparate unfaihig, O, als Acceptor zu gebrauchen und in 
seiner Gegenwart Fumarat zu Oxalacetat zu oxydieren, obwohl 
das Praparat WKS in geniigend aktiver Form enthalt, wie es die 
energische aerobe Oxydation von Succinat und p-Phenylendiamin 
beweist. 

Die Substanz, die die Fumardehydrase befahigt, O, als 
Acceptor zu gebrauchen, und die Fumardehydrase mit dem WKS 
verbindet, und die ich fortan ,,Zwischensubstanz‘ nennen 
werde, ist in der Waschfliissigkeit vorhanden. Um sie in hoherer 
Konzentration zu erhalten, wurde folgendermafen vorgegangen: 
Der frisch gemahlene Muskel wurde mit dem 1*/,fachen Volum 
eisgekiihlten, destillierten Wassers unter stetem Rithren 10 Minuten 
lang extrahiert. Dann wurde durch ein dicht gewobenes Tuch aus- 
cepreBt und durch das Filtrat bis zur maximalen Flockung CO, 
durchgeleitet. An der Zentrifuge erhalt man nun eine klare Fliissig- 
keit, die praktisch keine Dehydrasen und kein ,,Atmungsferment* 
enthalt. Wird nun der einmal gewaschene Muskel oder das CO,- 
Fumardehydrasepriparat mit 1 ccm dieser Lésung, Fumarat und 
Arsenit versetzt, an der Luft geschiittelt, so wird wieder Oxal- 
acetat. gebildet, wie die starke Nitroprussidreaktion des ent- 
eiweiBten Filtrates beweist. Ohne Arsenit ist natiirlich keine Oxal- 
essigsiure nachweisbar, da der Extrakt Wasserstoffdonatoren ent- 
hilt, die die Reduktion des gebildeten Oxalacetats verursachen. 
Der Thunbergversuch zeigt, daB die Zwischensubstanz bzw.. die 
beschriebene Fliissigkeit auf die Dehydrierung des Fumarats 
selbst keinen beférdernden EinfluB hat. 

Es lag auBer dem Rahmen vorliegender Untersuchung, die 
chemische Natur dieses neuen Faktors zu bestimmen. Moéglicher- 
weise handelt es sich um einen Cytochrom—HiweiBkomplex. Die 
Zwischensubstanz ist nicht mit dem ,,gelben Ferment‘, dem 
Proteinkomplex des von zweien von uns?*) entdeckten Cytorlavs, 
identisch, da das mir von Professor Warburg giitigst iiberlassene 


23) Banga u. Szent-Gyérgyi, Biochem. Z. 246, 203 (1932); vgl. auch 
Laki, Biochem. Z. 266, 202 (1933). 
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rohe gelbe Ferment die Substanz nicht in ihrer Funktion zu ey. 
setzen vermochte. Die Substanz ist auBeren Kingriffen gegeniibe; 
ziemlich empfindlich. 5 Minuten langes Erwiairmen auf 85°( 
fiihrt stets zu ihrer Inaktivierung. Die Substanz 14Bt sich dure} 
Sattigen mit Ammonsulfat sowie 1/, Volum Aceton in aktiver 
Form prazipitieren. Wird hingegen die Prazipitierung mit 2fachen 
Volum Aceton vorgenommen oder das aktive Aceton- oder Ammon. 
sulfatprazipitat getrocknet, so erhalt man inaktives Material. Die 
Flissigkeit bewahrt tther Nacht bei — 20°C in gefrorenem Zu. 
stande ihre Aktivitit. 

Es wurde somit neben der Fumarsiure, Oxalessigsiure uni 
der Fumardehydrase noch ein weiteres neues Glied in das Oxy. 
dationsschema eingefiihrt, und es fragte sich, ob nun der Oxy. 
dationsmechanismus vollstiindig sei und alle Glieder der Ketten- 


reaktion erkannt seien. War dies der Fall, so muBte es méglich f 


sein, aus den bekannten Gliedern ein Atmungssystem aufzubauen, 
das in seiner Funktion die wesentlichen EKigenschaften der Atmung 
des zerkleinerten, in Phosphat suspendierten Gewebes aufweist. 
Zum Aufbau dieses Mechanismus standen folgende Glieder zu 
Verfiigung: 

1. Fermente: Nahrstoffdehydrasen, Fumardehydrase, WKS. 


Diese Glieder sind alle in betriichtlicher Reinheit in dem be- 


schriebenen CQ,-Prazipitat des mit 10 oder 20 Volumen Wasser 
hergestellten Muskelextraktes vorhanden. 

2. Donatoren und Co-Dehydrasen: Als solehe kann mit 
Vorteil ein trichloressigsaurer Extrakt des Muskels verwendet 
werden. Dieser wird folgendermafen hergestellt: Der Muskel 
des soeben getéteten Tieres wird rasch ausgeschnitten, an der vor- 
gekihlten Latapimiihle gemahlen, im gleichen Volum 1°/,iger Ti- 
chloressigséiurelésung suspendiert, rasch auf 80° C erwairmt, ebenso 
rasch abgekihlt, neutralisiert, in [is oder gefroren aufbewahrt. 
Soleh ein Extrakt enthalt, wie schon vor lingerer Zeit von mir, 
Schneider und Szent-Gyoérgyi™) betont, kiinstliche, auch 
durch gewaschenen Muskel unmittelbar oxydierbare Donatoren, 
die im intakten Muskel nicht zur Dehydrierung gelangen. Dem- 
entsprechend gibt dieser Extrakt mit obigem Fermentpriparat 
in Phosphat einen schwiacheren Sauerstoffverbrauch, der, ab- 
weichend von der normalen Atmung, durch Arsen und Malonat 
nicht oder nur wenig hemmbar ist und durch Fumarat ebensowenig 
befordert wird. 

24) Biochem. Z. 240, 262 (1931). 
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38. Zwischensubstanz. Die Herstellung wurde soeben 
S27 beschrieben. AuSer Zwischensubstanz enthalt diese Losung 
natiirlich auch Donatoren, sowie Fumarat in viel geringerer Menge. 
Dementsprechend gibt dieser Extrakt mit dem Fermentpraparat 
eine schwache Atmung, die durch Fumaratzusatz deutlich ge- 
fordert, durch Malonat deutlich gehemmt werden kann. 

Werden nun alle 3 Fraktionen zusammengefigt (je 1 ml), so 
erhilt man eine Atmung (vgl. Fig.5 Kurve A), die ungefaihr der 
Atmung von 0,4 g¢ Muskelbrei gleichkommt, 
die durch Malonat gehemmt (Fig. 5 B), durch 
Fumaratzusatz weitgehend geférdert werden 
kann (Fig. 5 C), also alle beschriebenen Higen- 
schaften der Atmung des zerkleinerten, in y 
Phosphat suspendierten Muskels aufweist, als & 
Zeichen dessen, daB das Respirationssystem S 
nun vollstindig ist und kein weiteres Glied 
mehr fehlt. Es ist uns nicht gegliickt, in diesem 


, ‘ ‘ 2504 
Versuch den trichloressigsauren Extrakt durch 
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Dieser Aufbau des Atmungssystems kann Fig. 5. 


auch in anderer Weise einfach demonstriert 

werden. Wird der frisch zermahlene Muskel, mit 11/, Volumen 
eisgekiihlten Wassers unter Riihren 10 Minuten lang extrahiert, 
durch ein Tuch ausgepreBt, so erhalt man eine triibe Fliissigkeit, 
die ein relativ donator- und fumarsiurearmes komplettes Atmungs- 
system darstellt*). 1 cem dieses Extraktes mit 1 ccm 2,6 m/15- 
Phosphat und 2 ccm Wasser versetzt, gibt im Respirometer eine 
schwiichere Atmung die (Fig.6 A), ahnlich wie die urspringliche, 
mit Malonat gehemmt, durch Fumarat gesteigert werden kann 


*) Nicht immer erhalt man aus dem Muskel aktive waBrige Extrakte, 
besonders wenn man langsamer und weniger vorsichtig arbeitet. Die Akti- 
vitit des Extraktes geht mit seiner Triibung parallel. Die stark triiben und 
somit auch stark aktiven Extrakte enthalten einen groBen Teil der Dehydrasen 
des Muskels wie Milchsiure-, Glutamin-, Hexosediphosphat und Fumar- 
dehydrase. Selbst die fiir unléslich gehaltene Bernsteinsiure und para-Phe- 
nylendiaminoxydase (die von Battelli und Stern als unléslich bezeichneten 
Oxydone) sind im Extrakt mit groBer Aktivitét vorhanden. Es scheint, daB 
diese Fermente viel leichter in Suspension gehen, wie bis jetzt gedacht wurde, 
nur andert sich der physikalische Zustand des Muskels post mortem sehr 
rasch. Dabei werden diese Fermente unléslich. Solch ein veranderter Muskel 
gibt dann klare und inaktive Extrakte. 
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(Fig. 6 B). Wird an Stelle von Wasser 1 cem trichloressigsaurey 
Extrakt zugefiigt, so ist die Atmung etwas gréBer (C), wird 
durch Malonat deutlich gehemmt (D), durch Fumarat weitgehen( 
gesteigert (EH). 

Wird der waBrige Extrakt des Muskels bis zur maximaley 
Flockung mit CO, behandelt und zentrifugiert, so erhalt man eine 
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Fig. 6. 


klare Flissigkeit und ein Prizipitat. LErstere entspricht der 
obigen ,,Zwischensubstanz“, letzteres dem Fermentpraparat. An 
und fiir sich sind beide Fraktionen inaktiv. Zusammen zeigen 
sie die gleich starke Atmung wie der volle Extrakt. 


Versuche in Ringerlésung. 


Es wurde im vorhergehenden gezeigt, daB der Muskel, in 
Phosphat suspendiert und mit Fumarat 10—20 Minuten bebriitet, 
keine nachweisbare Oxalessigsiure bildet. Der Grund hierfiir liegt 
in dem Umstande, daB das gebildete Oxalacetat sogleich wieder 
zum Schwunde gebracht wird. 

Dieser Versuch, die aerobe Bebriitung des in Phosphat sus- 
pendierten Muskels mit Fumarat (10—20 mg), wurde 22mal mit 
verschiedenen Muskelpraparaten wiederholt. Gleichzeitig wurde 
derselbe Muskel auch in Ringerlésung suspendiert (Zusammen- 
setzung vgl. §. 51) und in gleicher Weise unter Fumaratzusatz 
bebriitet. Die Suspensionen wurden dann mit Trichloressigsiure 
enteiweiBt und auf Oxalacetat mit Nitroprussidnatron untersucht. 
In 17 Versuchen reagierte die Phosphatsuspension negativ, die 
Ringerl6sung stark positiv. In 5 Versuchen gaben Phosphat wie 
Ringer eine gleich schwache positive Reaktion. 
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Es ist also deutlich, daB im Gegensatz zu Phosphat der Muskel 
in Ringerlosung unfahig ist, das gebildete Oxalacetat zum Schwunde 
zu bringen. Es fragt sich nun, ob diese Unfahigkeit des Muskels 
auf eine staérkere Bildung oder eine schwichere Reduktion des 
Oxalacetats zurickzufiihren ist. Aus diesem Grunde wurde der 
in Phosphat und Ringerlésung suspendierte Muskel in 10 Versuchen 
mit Arsenit vorbehandelt und dann auf seine Fahigkeit unter- 
sucht, Oxalacetat zu bilden. In allen Versuchen zeigte der Muskel 
in Phosphat und in Ringer die gleiche Nitroprussidreaktion. Also 
wird in beiden Lésungen in gleicher Weise Oxalacetat gebildet. 

Mit demselben Material wurde auch die Fahigkeit des Muskels 
untersucht, Methylenblau in der Thunbergréhre zu entfairben oder 
Oxalacetat zum Schwunde zu bringen. In 8 Versuchen konnte 
deutlich gezeigt werden, daB die Reduktionskraft des Muskels 
sowohl Farbstoffen wie Oxalacetat gegeniiber in Ringerlésung 
deutlich vermindert ist. 

Die Befunde lassen sich also dahin zusammenfassen, dab die 
Oxyfumaratbildung in Ringer und Phosphatlésung gleich intensiv 
ist, jedoch in Ringer der Muskel weniger Oxalacetat zum Schwunde 
zu bringen vermag, und daher nicht imstande ist, das gebildete 
Oxalacetat sogleich zu reduzieren. Durch Verschiebung des Gleich- 
cewichtes zwischen Bildung und Schwund der Oxalessigséure kann 
diese Substanz auch ohne Arsenit deutlich zam Nachweise gebracht 
werden. 


Oxydation und Reduktion der C,-Dicarbonsauren. 
Von 


K. Laki. 


Bernsteinsaéure als Wasserstoffdonator. 


Wie wir heute wissen, ist das Succinoxydon von Battelli 
und Stern, das Bernsteinsiure zu Fumarsiure oxydiert, komplexer 
Natur. Es besteht einerseits aus einer hochaktiven Dehydrase, 
andererseits aus WKS, die den Sauerstoff zum Wasserstoffacceptor 
aktiviert [Fleisch®5), Szent-Gyérgyi®*)|. Die von Widmark 


*5) Biochemic. J. 18, 294 (1924). 
6) Biochem. Z. 150, 195 (1924). 
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entdeckte besondere Kinetik dieser Dehydrase bildete bereits 
Gegenstand zahlreicher Arbeiten. 

In unseren Versuchen wurde als Indicator 0,2 mg 1-Naphthol. 
2-sulfonat-indo-2,6-Dichlorphenol verwendet. Als Material diente 
der 8mal gewaschene, dann mit Sand verriebene, in Phosphat 
suspendierte Taubenbrustmuskel. Das Ergebnis eines mit vari- 


ierter Succinatkonzentration ausgefiihrten Versuches ist in Fig. 7 fF 


dargestellt. Die Ordinate gibt die Entfairbungszeit in Minuten, 
die Abscisse die Menge des Succinats auf logarithmischem Mab- 
stabe. Der scharfe Bruch in der Kurve liegt bei der Succinat- 
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konzentration, bei der die Farbstoffkonzentration (gebrochene 
Linie) die Beznsteinsiurekonzentration an Molaritaét whbertrifft. 
In Bestaétigung Widmarks zeigt die Kurve, daB die Dehydrie- 
rung mit maximaler Geschwindigkeit vor sich geht, solange 
fiquivalente Mengen von Bernsteinsiure tiberhaupt noch an- 
wesend sind. 

Derselbe Versuch wurde in Gegenwart von O, als Wasserstoff- 
acceptor ausgefiihrt. Der Gang der Oxydation wurde durch Be- 
stimmung des entstandenen Fumarats verfolgt (vgl. Straub). 
Es zeigte sich, daB die von Widmark gefundene Regelmiabigkeit 
auch fiir O, besteht. Die Geschwindigkeit der Oxydation war bei 
allen Succinatkonzentrationen von 0,1—1,5 mg per ml gleich. 


Fumarat als Wasserstoffacceptor. 


Wie wir bereits seit den klassischen Untersuchungen Thun- 
bergs, die Quastel verbreitert und vertieft hat, wissen, ist die 
Dehydrierung der Bernsteinséure ein reversibler Vorgang. Ebenso, 
wie der Muskel die Entfirbung von Farbstoffen durch Succinat 
zu katalysieren vermag, ebenso vermag er durch dasselbe Ferment 
auch die Farbung, d. h. die Oxydation der Leukofarbstoffe durch 
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Fumarat zu katalysieren, d.h. die Reduktion des Fumarats zu 
Bernsteinsiure zu beschleunigen. Die Abhiangigkeit dieses Pro- 
zesses von der Fumaratkonzentration war bis jetzt unbekannt. 
Als Farbstoff wurde 0,2 mg Leuko-Indigocarmin verwendet. 


Das Ergebnis eines typischen Versuches ist an Fig. 7 dar- 
cestellt. Die Ordinate gibt die Fiarbungszeit, die Abscisse die 
Fumaratkonzentration. Wie die Kurve zeigt, ist die Hydrierung 
der Fumarsiure denselben RegelmaBigkeiten unterworfen, wie die 
Dehydrierung der Bernsteinséure. Auch hier ist die Geschwindigkeit 
der Reaktion von der Fumarsiurekonzentration unabhangig, so- 
lange die Séure an Molaritaét den Indicator noch iibertrifft. 


Diese Kurven zeigen, da8 die Bernsteinsiure und die Fumar- 
siure zur Succinodehydrase die gleiche Affinitét haben. Dies 
konnte auch direkt gezeigt werden. Wird dem Muskel an Stelle 
von Succinat eine Mischung von Succinat und Fumarat zugesetzt, 
so zeigt der initiale Wert der aeroben Oxydation eine Hemmung, 
die man im Falle einer gleichen Affinitaét zu erwarten hat. Werden 
z. B. Sueccinat und Fumarat in isomolarer Konzentration zugesetzt, 
so ist die Hemmung zu Anfang des Versuches 50°/, (beim Verhaltnis 
4/1 20°/,, 1/4 80°/,). Ebenso wird auch die Hydrierung des Fumarats 
durch Succinat gehemmt. 


Hemmung der Bernsteinséuredehydrase. 


Mit der Hemmung der Succinatdehydrierung durch Malonat 
haben sich bereits Gézsy und Szent-Gy6érgyi in diesem Labo- 
ratortum auf Grund von Quastels?*) Arbeiten beschaftigt. Hs 
wurde gezeigt, daB schon geringe Konzentrationen des Malonats die 
Dehydrierung von Succinat weitgehend zu hemmen vermégen, auch 
wenn das Succinat das Malonat an Konzentration weitgehend 
ibertrifft. Diese Hemmung ist fiir Succinat spezifisch. In Er- 
ginzung dieser Versuche finde ich, dab, wie erwartet, auch die 
Fumarhydrierung in derselben Weise durch Malonat gehemmt 
wird, 

l-Apfelsiiure hemmt die aerobe, wie anaerobe Oxydation 
der Bernsteinséure im gleichen MaBe wie Fumarat. Diese Hem- 
mung tritt gleich nach Zugabe des Malats auf, noch bevor der 
Fumarase Zeit gegeben ist, das Malat zu Fumarat bzw. zur Gleich- 
gewichtsmischung umzusetzen. Diese gleiche Hemmung des Malats 


27) Vgl. a. a. O. S. 4. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVI. 
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und Fumarats beweist ihre gleiche Adsorption an der Succino- 
dehydrase*). 

Maleinsiure hemmt die SBernsteinsiuredehydrierung — sehr 
schwach, erst deutlicher, wenn die Maleinsiure die Bernsteinsiiure 
an Molaritaét whbertrifft. Ob die Hydrierung des Fumarats durch 
Maleinat gehemmt wird, konnte nicht festgestellt werden, da 
Maleinsiure auch selber als Acceptor aktiviert wird. 


l-Apfelséure als Acceptor. 


Ebenso wie Fumarat wird auch |-Apfelsiure durch den 8mal 
gewaschenen Muskel zur Hydrierung aktiviert, wie es durch die 
Farbung von Leukomethylenblau und Leukoindigocarmin oder 
Leukoneutralrot nachgewiesen werden kann. Diese Aktivierung 
hat dieselbe Eigenschaft wie die Aktivierung der Fumarsiure: sie 
wird durch Co-Dehydrase nicht beeinflubt, ist gegen Waschen 
resistent und wird durch relativ geringe Konzentrationen von 
Malonat weitgehend gehemmt. 

Es lieBe sich wohl denken, daB diese Aktivierung nicht die- 
jenige der Apfelsiure, sondern bloB die Aktivierung der unter 
Wirkung der Fumarase entstandenen Fumarsiaure sei, da alle 
unsere Muskelpréparate auch eine starke Fumarasewirkung zeigen. 
Ks ist uns nicht gelungen, definierte Unterschiede in der Hydrierung 
von Fumarsiure und Apfelsiure aufzufinden, und es scheint daher 
wahrscheinlich, daB beide Substanzen, Fumarsiure und 1-Apfel- 
siure in gleicher Weise zur Hydrierung aktiviert werden. Hierfiir 
spricht auch ihre durch die Hemmung der Succinatdehydrierung 
demonstrierte Bindung an die Dehydrase. 


Maleinséure als Acceptor. Das System Succinat—Maleinat. 


Am gewaschenen Muskel wird Maleinséiure ebenso wie Fumar- 
siure, anscheinend am selben Ferment, zur Hydrierung aktiviert. 


*) Diese Hemmung der Bernsteinsiuredehydrierung durch 1-Apfelsaure 
ist theoretisch wichtig. Es wird namlich allgemein angenommen, da8 das 
Oxydationsprodukt der Bernsteinsiure an der Succinodehydrase die Fumar- 
siure sei. Da alle gewéhnlichen Succinodehydrasepraparate eine intensive 
Fumarasewirkung zeigen, kann aus den vorliegenden Angaben nicht entschieden 
werden, ob das primare Produkt der Oxydation Fumarsaure oder Apfelsaure 
sei. Die durch Quastel und Wheatley beobachtete Hemmung der Bern- 
steinsiuredehydrierung durch Fumarat wird als Beweis dafiir angesehen, 
daB8 das primare Produkt der Bernsteinsiureoxydation Fumarat sei. Durch 
die Apfelsiurehemmung verliert dieses Argument seine Beweiskraft. 
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sino: Die Maleinséure bildet also mit ihrem Reduktionsprodukt, der 

Bernsteinséure, ebenso wie die Fumarsiéure, ein Redoxsystem. 
sehr Die Potentiale dieses Systems wurde in dem modifizierten Bor- 
dure BF sook-Schottschen?’) Apparat bei Zusatz von Indigocarmin und 
arch Leukoindigocarmin an der blanken Goldelektrode der gesittigten 
da Kalomelelektrode gegeniiber gemessen, dann auf normale Wasser- 


stoffelektrode umgerechnet. 


Fiir diese Versuche wurde der bereits modifizierte Apparat®*) noch 
weiter verandert, indem an dem verlangerten Halse des Einsatzes vermittels 

















‘mal eines Schleifstiickes ein SeitengefaéB angebracht wurde, in das der Farbstoff 
™ einzufiillen war, und von dem er nach erfolgter Evakuierung dem Reaktions- 
- gemisch zugegossen wurde. Dieses SeitengefaB hatte (ahnlich wie auf Fig. 3) 

oder FF cinen weiteren Schliffansatz, der es gestattete, nach Evakuieren Sulfit- 

‘ung lésung in den Farbstoff einlaufen zu lassen und diesen zu reduzieren. 

— Das System ergab reproduzierbare und gut meBbare Potentiale 

‘hen (Tab. I). Wie ersichtlich, sind die Werte von dem Ausgangs- 

— zustande des Farbstoffes unabhingig und hingen nur von dem 
Mengenverhaltnis der Komponenten ab. Dies beweist die Re- 

die- J versibilitiit des Systems, dessen E,, (bei Py 7) — 94 Mv. betragt. 

nter a ; er : : ; 

Um die Richtigkeit dieser Zahl zu kontrollieren, wurde aus 
alle e q - ” 2 - 7 , = - CN ‘ 
" diesem Potential nach dem Vorgang von Borsook und Schott 

nN. pra ge # : , sees : : 

. (Formel 6 §. 545 a. a. O.) die molare freie Energie der Hydrierung 

ung : : ae ae ee 

‘ © des Maleinats berechnet. Diese betragt — 578 Mv., die in Calorien 

her 7 ; 

‘tel wngerechnet 26,646 cal (87°) ergibt. 
el- 

ond Tabelle I. 

ung 

E,, ; Eno E), 
Farbstoff Succe./ Mal. Suce./Mal. Succ./Mal. 
1/9 1/1] 9/1 
1ar- ; 
| Indigocarmin 1: 25000 .. . — 82 Mv. — 92 Mv. — 102 Mv. 

ert. F — 94 Mv. 

Leucoindigocarmin 1: 25000 . — 78 Mv. — 94 Mv. — 102 Mv. 

iure § — 96 Mv. 

das 

bar- Die freie Energie fester Maleinséure wurde durch Parks 

sive ° 

den @ U2d Huffmann®*®) aus thermodynamischen Daten berechnet und 

“a bei 259 zu — 150,600 cal gefunden. Nach dem Vorgange von 

ern- a 

en, 28) J. of Biol. Chem. 92, 535 (1931). 

rch § °°) Banga, Laki u. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 217, 46 (1933). 


30) J. Amer. Chem. Soc. 52, 4381 (1930). 
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Borsook und Schott wurde hieraus die freie Energie fiir das 
2wertige Maleination von molarer Aktivitét berechnet. Diese 
betrigt 188,619 cal. Nach Borsook und Schott betragt der Wert 
fiir das Succination unter gleichen Umstinden 165,090 cal. Der 
Unterschied zwischen Maleinat und Succinat betragt also 26,471 cal, 
Wie gezeigt, ergab unsere auf eigene Messung gegriindete Berech- 
nung 26,646 cal. Diese Ubereinstimmung beweist die Richtic- 
keit unserer Messungen. 

Die Hemmung der hydrierenden Aktivierung des Maleinats 
wurde in Gegenwart von Leukoneutralrot untersucht. Es wurde 
gefunden, daB 0,01 mol. Malonsiiure die Hydrierung der 10fachen 
Konzentration von Maleinat weitgehend zu hemmen vermag, ein 
Beweis, daB das Maleinat an der Succinodehydrase aktiviert wird, 
zu der es aber, ebenso wie das Fumarat, eine viel geringere Affinitit 
als das Malonat hat. Ebenso wie Succinat oder Fumarat, bedarf 
auch Maleinat kemes Co-Fermentes fiir seine Aktivierung. 


Fumarsaure als Donator. 


Meine Versuche wurden mit dem von Banga beschriebenen 
Fumardehydrasepraiparat ausgefiihrt, das durch Fallung mit CO, 
gewonnen war. Es kam mir an erster Stelle darauf an, die Ab- 
hingigkeit der Dehydrierung von der Substratkonzentration zu 
untersuchen. 

Der in Fig. 8 abgebildete Versuch (der mit den ausgefiihrten 
anderen 9 Versuchen iibereinstimmt) zeigt das Ergebnis. Die Ab- 
szisse gibt die zugesetzte Fumarsiuremenge in Milligramm, die 
Ordinate die Zeit, mit der die Entfarbung durch den Fumarat- 
zusatz gegentiber dem Kontrollversuch (ohne Fumarat) verkiirzt 
wurde. Der Nullpunkt der Zeitordinate ist also die Entfarbungs- 
zeit des Kontrollversuches mit Co-Ferment allein ohne Fumarat. 
Als Indicator wurde 0,2 mg des Naphtholsulfochlorophenols ver- 
wendet. Wie aus der Fig.8 ersichtlich, hat die Kurve einen ahn- 
lichen Typus wie die Succinodehydrase, nur zeigt sie dort, wo sie 
bei der Bernsteinsiure einen scharfen Knick gab, eine Ausbuchtung. 
Dieses eigenartige Verhalten ist wahrscheinlich dem stdrenden 
Hinflu8 der Fumarase zuzuschreiben, die die Fumarsiure zu °/, 
zu Apfelsiure hydratisiert und somit der Reaktion zeitweilig ent- 
zieht. Dadurch wird die Konzentration des Donators, der sich in 
diesem Teil der Kriimmung an Molaritiit dem Indicator nihert, 
voriibergehend vermindert. Bei den hdheren Fumaratkonzen- 
trationen hat diese Fumarasewirkung keinen EinfluB, da stets 
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Uber die Bedeutung der Fumarsaure fiir die tierische Gewebsatmung. 


iiberschiissiges Fumarat anwesend ist. Aus dieser Kinetik geht 
der wichtige SchluB hervor, daB bei den natiirlichen Fumarat- 
konzentrationen des Gewebes (20 mg-°/,; vgl. Straub) die Fumar- 


Verkiirzung der Entfarbungszeit in Min. 
i 
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dehydrase bereits annahernd ihre maximale Wirkung auszuiiben 
vermag. 

Nicht alle Priparate sind in gleicher Weise aktiv. Ab und zu 
erhalt man weniger wirksame. Diese geringere Wirksamkeit gibt 
sich schon durch eine geringere Spontanentfarbung kund. Mit 
Fumarat und Co-Ferment geben diese Fermente eine lingere Ent- 
firbungszeit von 8 bis 12 Minuten. Untersucht man die [Ent- 
firbungszeit bei variierter Substratkonzentration, so erhalt man 
bei diesen weniger wirksamen Praparaten nicht den friiher be- 
schriebenen Null-Typus, sondern einen fiir die meisten Ferment- 
wirkungen charakteristischen monomolekularen Verlauf, der loga- 
rithmiert eine Gerade ergibt. Durch Beschidigung des Fermentes 
scheint also die besondere hohe Affinitat, die die Abweichung von 
der gewohnten Kinetik verursacht, verloren zu gehen. Z. B. durch 
|0 Minuten langes aerobes Bebriiten kann diese Beschadigung 
des Fermentes und dieser Ubergang kiinstlich hervorgerufen 
werden. | 

Das Co-Ferment hat keinen EinfluB auf den Typus der Kriim- 
imungen. Ohne Co-Ferment sind die Entfarbungszeiten bedeutend 
linger, jedoch der T'ypus der Kriimmung bleibt unverindert. 

Gegeniiber Malonat ist das Ferment ganz unempfindlich. 
Ks ist nicht gegliickt, ein spezifisches Gift fiir dieses Ferment zu 
finden. 
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l-Apfelsiure als Donator. 


Die ,,Malicodehydrase“‘ der Gewebe ist seit langem bekannt 
(S. Harrison). Holmberg?!) zeigte, daB dieses Ferment in seiner 
Aktivitat durch Co-Ferment gesteigert wird; Boyland und 
Boyland?) erhielten es in geléstem Zustande. 

Vergleicht man Fumarsiure und Apfelsiure am selben De- 
hydrasepraparat, so findet man, da die Apfelsiure stets lang. 
samer dehydriert wird. Es fragt sich nun, ob diese geringere 
Dehydrierung der Apfelsiure einer schwicheren Fermenttiatigkeit 
zuzuschreiben ist oder ob vielleicht Apfelsdure gar nicht dehydriert 
wird und die gefundene Entfairbung des Indicators dem durch 
Fumarasewirkung entstandenen Fumarat zuzuschreiben ist. 

Unsere Versuche zeigen, da dies tatsiichlich der Fall ist und 
daB die auf Apfelsiiurezusatz erhaltene Dehydrierung dem Fumarat 
zuzurechnen ist. Vergleicht man namentlich an emem Fumar- 
dehydrasepraparat, das sich dem monomolekularen Typus nahert, 
die Dehydrierung verschiedener Konzentrationen von Fumar- und 
Apfelsiiure, so findet man, daB die Apfelsiure stets eine verzdgerte 
Reduktion zeigt. Die Apfelsiure zeigt eine Entfairbungszeit, die 
der Entfairbungszeit einer 4mal verdiinnteren Fumarsiurelésung 
entspricht. Die Dehydrierung, die die Apfelsiure zeigt, entspricht 
also der Dehydrierung der aus ihr entstandenen Fumarsiure. Der 
Unterschied zwischen den Entfirbungszeiten von Apfelsiure und 
Fumarsaure ist um so groBer, je groBer die Substratkonzentration 
und somit, je rascher die Entfairbung stattfindet, d. h. je weniger 
Zeit die Fumarase hat, Fumarat zu bilden. Bei solcher kiirzeren 
Entfarbungszeit gibt eine reine Fumarsiurelésung und dieselbe 
Fumarsiurelésung mit 3fachem Apfelsiurezusatz gleiche Entfir- 
bungszeiten. Die Apfelsiure hat an und fiir sich also keinen Ein- 
flu8 auf die Entfarbungszeit des Fumarats und vermag selber 
auch nur soweit zur Entfairbung zu fiihren, als aus ihr Fumarsaure 
entsteht. : 


Maleinsaure als Donator. Atmungshemmung durch Maleinat. 


Wie bereits durch Thunberg hervorgehoben (a. a. O., 8. 4), 
vermag die Maleinsiure als Wasserstoffdonator aufzutreten. Wir 


31) Zur Kenntnis des Einflusses von Adenylséuren auf gewisse enzy- 
matische, speziell oxydative Prozesse im Muskelextrakt. Dissert. Lund, 1933. 
Walter de Gruyter & Co., Leipzig. 

82) Biochemic. J. 28, 1417 (1934). 
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selber finden, daB die Maleinséure durch das gewaschene Muskel- 
cewebe wohl dehydriert werden kann, diese Dehydrierung aber, 
verglichen mit der Fumarsiéuredehydrierung, nur schwach ist. 
Trotzdem aber Maleinséiure, wenn auch schwach, dehydriert werden 
kann, hemmt sie die Atmung des Gewebes sehr weitgehend schon 
in geringer Konzentration (m/100). In dieser Hemmung nihert 
sich die Maleinsiure der Malonsaéure. Diese Hemmung wurde 
bereits durch Thunberg eingehend beschrieben, der aber keine 
Erklarung dafiir zu geben vermochte. 

Durch den Nachweis der katalytischen Funktion der C,-Di- 
carbonséuren wird diese Hemmung ebenso wie die Malonsiure- 
hemmung verstandlich. Die Maleinséure tritt an den Ferment- 
oberflichen mit den verwandten Substanzen des Bernsteinsaéure— 
Fumar—Oxyfumarséuresystems in Konkurrenz und verdrangt diese 
dem Wasserstofftransport dienenden Substanzen, ohne jedoch diese 
in ihrer Funktion ersetzen zu kénnen. DaB auch die Maleinsaure, 
ebenso die Malonsaure, an demselben System des Wasserstofftrans- 
portes angreift, kann dadurch gezeigt werden, daB die durch 
Malonat maximal vergiftete Atmung nicht mehr durch Maleinat 
weiter gehemmt werden kann und vice versa. Ebenso wie Malon- 
siiure l48t auch die Maleinsiure sowohl die Nahrstoffdehydrierung 
wie die Sauerstoffaktivierung unbeeinfluBt. 

An welchem Punkte des Wasserstofftransports Maleinsdure 
eingreift, wurde noch nicht mit Sicherheit festgestellt. Das dem 
Malonat analoge Verhalten der Maleinvergiftung unter verschie- 
denen Umstinden (in Ringer und Phosphat) liBt vermuten, daB 
auch die Maleinséiure an der Succinodehydrase eingreift. Es ist 
wahr, daB die Hemmung der Succinatoxydation durch Maleinat — 
der Malonhemmung gegeniiber — an Intensitit weit zuriickbleibt. 
Immerhin aber sind die normalen Succinatmengen so gering, daB 
die zugesetzten, relativ groBen Maleinatmengen doch hemmend 
wirken kénnten. Die Hemmung scheint aber nicht auf die Succinat- 
oxydation beschrankt zu sein, da Maleinat im Gegensatz zu Malonat 
besonders in héherer Konzentration (4/;9,m) oft auch die durch 
Fumaratzusatz stabilisierte Atmung hemmt. Banga fand auch, 
daB Maleinat die Reduktion des Oxyfumarats durch den zer- 
kleinerten Taubenbrustmuskel im aeroben Versuch stark verzégert. 
Malonat hat auf diesen Vorgang keinen HinfluB. 

Als Gift ist das Maleinat also, mit, Malonat verglichen, schwi- 
cher, wirkt auch weniger scharf und scheint in seiner Wirkung 
nicht auf einen Punkt der Reaktionskette beschrankt zu sein, 
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so daB es sich zur Analyse des Atmungsmechanismus auch weniger 
elgnet. 

Die Hemmungswirkung des Maleinats konnte nicht genau 
analysiert werden, da das Maleinat selber aktiviert und hydriert 
wird. 


Uber das Verhalten der Acetylendicarbonsiure, Oxyfumarsaure, Oxy- 
maleinsiure, Oxalessigsiure und Weinsaure. 


Die Anzahl] der méglichen nichst héheren, reversiblen Oxy- 
dationsstufen der Fumarsaure ist wohl gering. Sie beschrankt 
sich auf die in der Uberschrift genannten Substanzen. Als Material 
diente in diesen Versuchen 2mal gewaschener, in Phosphat sus- 
pendierter Taubenbrustmuskel. 

Die Acetylendicarbonsaure ist inaktiv. Sie zeigt weder 
allein, noch in Gegenwart von Muskel und Co-Ferment eine Akti- 
vitit: sie ist nicht imstande, positive Farbstoffe zu reduzieren 
oder stark negative Leukofarbstoffe, wie Leukoneutralrot oder 
Leukoindigocarmin, zu oxydieren. 

Die drei isomeren Weinsiuren, die d-, l- und meso-Wein- 
siiure, verhielten sich wie die Acetylendicarbonsiure negativ. ,,Oxal- 
acetat‘’ wird intensiv hydrierend aktiviert. Zum Nachweis dieser 
Aktivierung muBte aber das sehr negative Leukoneutralrot heran- 
gezogen werden. Das Leukoindigocarmin oder Leukomethylenblau 
wurde nicht mehr oxydiert. Das Potential des Oxalacetats scheint 
also weit an der negativen Seite zu liegen. Wird aber das geniigend 
negative Leukoneutralrot verwendet, so bleibt die Intensitat der 
hydrierenden Aktivitaét nicht sehr weit hinter der Aktivierung des 
Fumarats durch die Fumardehydrase zuriick, der bekanntlich eine 
der stirksten Aktivierungen zukommt. 

Gewaschener Muskel selbst ist, verglichen mit Bangas Fer- 
mentpraparat, wenig aktiv. 

Diese hydrierende Aktivierung der Oxalacetate wird durch 
Co-Ferment stark beschleunigt. Ohne Muskelgewebe ist die Oxal- 
essigsiure dem Leukofarbstoff gegeniiber inaktiv. 


Eine Beschleunigung einer Hydrierung durch Co-Dehydrase ist meines 
Wissens noch nicht beschrieben worden und ist aus theoretischen Griinden 
wichtig. Darum habe ich untersucht, ob auch andere reversible Dehydrierungen 
in beiden Richtungen durch Co-Dehydrase geférdert werden. Als Material 
hierzu schien die Milchsiuredehydrierung geeignet. Es zeigte sich, daB auch 
die hydrierende Aktivierung der Brenztraubenséure durch Co-Dehydrase, 
ahnlich wie die Milchséuredehydrierung, geférdert wird. 
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uger Die Aktivierung der Hydrierung des Oxaloacetats wird durch 

| Malonat nicht gehemmt. Ob sie durch Maleinat gehemmt wird, 
nau [ konnte nicht entschieden werden, da Maleinat an der stets an- 
riert [F wesenden Succinodehydrase hydriert wird. 


Auch die Frage, ob die hydrierende Aktivierung des Oxalo- 
acetats baw. die Dehydrierung des Fumarats thermodynamisch 


Oxy- FF reversibel ist, muBte dahingestellt bleiben, da die Fumarséure an 

der stets anwesenden Succinodehydrase als Acceptor aktiviert wird. 
)xy- Die Versuche wurden mit ,,Oxyfumarat‘ (Schmelzp. 176°) 
inkt und ,,Oxymaleinat‘‘ (Schmelzp. 142°) wiederholt. Wie erwartet, 
rial verhielten sich die Losungen dieser Substanzen mit ,,Oxalacetat“ 
sus- [E identisch. 

Oxalacetat vermag Methylenblau auch ohne Muskel langsan. 
dey EF zu entfarben (45 Minuten). Diese Entfarbung wird durch das Fer- 
kti- mentpraparat stark (auf 3 Minuten) beschleunigt. Die Dehydrie- 
ren rung von Oxalacetat wird also durch den Muskel auch aktiviert. 
der — (o-Ferment hatte auf den ProzeB keinen EinfluB. 


Uber Fumarase. 


1n- 
cal- Es war fiir uns wichtig zu entscheiden, ob die Fumarasewirkung einem 
ane selbstandigen Ferment zuzuschreiben und nicht bloB der Ausdruck der Akti- 
C1 pet " ane | aE nage? 
vitat der Succino- oder Fumardehydrase ist. Den besten Beweis fiir die 
an- Selbstandigkeit der Fumarase hatte eine fumarasefreie Succinodehydrase 
lau [ ergeben. Ein Verfahren zur Herstellung einer solchen ist durch Alwall**) 
int angegeben, der findet, daB durch Warme die Fumarase ohne Inaktivierung 
ad der Suecinodehydrasen vernichtet werden kann. Lehmann*‘ konnte Alwalls 
| Angaben nicht bestatigen. Er findet, daB durch die Warme die Fumarase 
ler nicht vernichtet, sondern aus dem Praparate bloB herausgelést wird, und gibt 
les eine neue Methode an, mit der durch Waschen des Muskels bei 50° eine fuma- 
ine rasefreie Dehydrase gewonnen wird. Ich habe den Lehmannschen Angaben 


folgend versucht, eine fumarasefreie Succinodehydrase herzustellen, fand 

aber, daB bei den sukzessiven Waschungen die Dehydrase und Fumarase 
€r- § annahernd parallel abnehmen, und ich habe schlieBlich ein Praparat erhalten, 
das eine sehr schwache Dehydrierung mit Bernsteinséure gab und nicht ganz 
frei von Fumarase war. 


: Ein succinodehydrasefreies Fumarasepraparat laBt sich nach Quastel*) 

al aus Gehirn herstellen. Ich habe nach seinen Angaben versucht, solch ein 
Praparat herzustellen. Ich erhielt eine recht aktive Fumarase mit ciner sehr 

_ geringen Bernsteinsiuredehydrierung, so daB ich also Quastel bestatigen kann. 

Jen Das Bestehen einer praktisch succinodehydrasefreien Fumarase spricht 

yen stark zugunsten der selbstandigen Natur der Fumarase. Beweisend in der- 

— a ee 

ich 33) Skand. Arch. Physiol. 54, 1 (1928). 

Se, 34) Ebendaselbst 58, 173 (1929/30). 


35) Biochemic. J. 25, 898 (1931). 
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selben Richtung scheint mir auch der Umstand, daB die Fumarase des g¢. 
waschenen Muskels weder durch Malonat, noch durch Maleinat gehemmt 
wird. Solch ein griindlich gewaschener Muskel enthalt keine Fumardehydrase. 
also kénnte die Fumarasewirkung nur die Wirkung der Succinodehydrase 
sein, falls die Fumarase kein selbstindiges Ferment ware. In diesem Fall 
aber mii®te die Wirkung der Fumarase durch die genannten Gifte gehemmt 
werden. Ebensowenig wird auch die aus Gehirn hergestellte Fumarage 
gehemmt. 


Mikrofumarsaurebestimmung und ihre Anwendung. 
Von 


F. B. Straub. 


Das Fumaratmolekil hat zwei besondere Eigenschaften, auf & 


die sich eine Mikrstestimmung stiitzen kann: die gleiche Léslich- 


keit in Ather und Wasser und die labile, ungesittigte Natur. 
Erstere macht es méglich, die Substanz in reinem Zustande zu 
gewinnen, letztere ermoéglicht es, die reine Substanz zu bestimmen, 


La8t man in eine verdiinnte angesdéuerte Fumaratlésung aus einer 
Biirette n/100-KMnO, eintropfen, so findet man folgendes Verhalten, fiir 


ceom KMn0, 
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Fig. 9. 


das der in Fig. 9 dargestellte Versuch ein Beispiel gibt; die ersten 24 Tropfen 
des KMnO, wurden sogleich nach Umriihren entfarbt (die Tropfen sind auf 
der Abszisse aufgetragen). Der 25., sowie die nachfolgenden Tropfen aber 
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hatten 5 Sekunden zur vollen Entfairbung nétig. (Entfarbungszeit vgl. Ordi- 
nate.) Hieraus wird deutlich, daB sich an der Titrationskurve ein scharfer 
Knick befindet, der als Endpunkt der Titration gebraucht werden kann, 
wenn man als Endpunkt denjenigen Tropfen betrachtet, der mehr als 3 Sekunden 
fir seine Entfarbung benétigt. LaBt man also KMnQ, so einlaufen, daB alle 
3 Sekunden ein Tropfen fallt, so wird die Titration beendet sein, wenn sich 
die Lésung bis zum Einfallen des nachsten Tropfens nicht mehr entfarbt. 
Es miissen natiirlich 2 Tropfen von dem so verbrauchten KMn0O, in Abzug 
gebracht werden. 

Wurde nun in obigem Versuch nach jedem einzelnen Tropfen der Biiretten- 
stand notiert und auf die obere Abszisse aufgetragen, die Titration mit der- 
selben Fumaratlésung wiederholt, und zwar so, da8 alle 3 Sekunden 1 Tropfen 
fiel, so wurden 0,98 ml KMnO, verbraucht, bis die Lésung sich bis zum nachsten 
Tropfen nicht mehr entfarbte. Nach Abzug des Volumens von 2 Tropfen 
war der Verbrauch 0,91 ml. Dieser Wert fallt mit dem Knick in der Kurve 
zusammen. Dies zeigt, daB die unter angegebenen Umstanden ausgefiihrte 
Titration tatsichlich den Knick in der Kurve angibt. Ausgerechnet ergibt 
sich, daB der Knick bei 6,2 Aquivalenten zustande kommt und da8 1,16 mg 
Fumarsaure 6,14 ml, 1 mg Fumarsaure 5,56 ml n/100-KMnO, verbraucht. 
Theoretisch liegt der Knick bei 6 Aquivalenten. (Insgesamt sollten 12 Aqui- 
valente verbraucht werden.) Da8 jedoch etwas mehr verbraucht wird, liegt 
an dem Umstande, daB, wie auch die Kurve zeigt, das Fumarat auch nach 
dem Knick, wenn auch langsam, stets weiter KMnO, verbraucht. Also tritt 
das bereits titrierte Fumarat mit dem noch untitrierten in Konkurrenz und 
verbraucht geringe Mengen des Oxydationsmittels. Hieraus folgt, da8, falls 
man gréBere Mengen von Fumarat titriert, die sich gegen Ende der Titration 
anhiufenden Oxydationsprodukte schon betrachtliche Mengen von KMn0O, 
verbrauchen werden. Wenn also x-Fumarat y-KMnO, verbraucht, so wird 
2x nicht 2 y, sondern etwas mehr verbrauchen. Verbraucht z. B. 0,15 g 
Fumarat die oben angegebene Menge, so verbraucht 0,05 mg um 8°/, weniger, 
0,3 mg um 6°/, mehr. Hieraus folgt, da8 man die Bestimmung so ausfiihren 
muB, daB stets annahernd die gleichen Fumaratmengen zur Titration ge- 
langen. 

Die praktische Ausfiithrung der Titration gestaltet sich fol- 
gendermaBen: die zu untersuchende Flissigkeit (ungefahr 3 ml) 
wird mit 1 Tropfen H,SO, angesiuert. Dann wird unter stetem 
tiihren aus einer Biirette n/100-KMnO, zugelassen. Die Tropfen- 
zahl wird am besten so reguliert, daB man vermittelst ees Gummi- 
schlauches auf das offene Biirettenende ein kurzes Glasrohr ansetzt, 
dessen oberes Ende zu einer sehr diinnen Capillare ausgezogen ist, 
die eben nur so viel Luft zulaBt, daB alle 3 Sekunden ein Tropfen 
ausfleBen kann. (Man bricht stiickchenweise von der Capillare ab, 
bis diese Tropfenzahl erreicht wird.) Man titriert dann mit offenem 
Hahn. Man gebrauche eine Biirette von 3 ml, gebrauche aber nur 
die obere Halfte derselben, da sich der Ausflu8 in der unteren 
Halfte zu sehr verlangsamt. Nachdem sich ein Tropfen nicht mehr 


bis zum Einfall des nichsten Tropfens entfirbt hat, wird der Hahn 
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geschlossen, abgelesen und das 2 Tropfen entsprechende Volum 
vom abgelesenen Werte abgezogen. Die Titration soll stets so 
angelegt werden, daB die Flissigkeit ungefihr 0,2 mg Fumarat 
enthalt, also annaéhernd 1 ml n/100-KMnO, verbraucht. Da der 
Verbrauch zwischen 0—80° der gleiche ist, geniigt es, bei ,,Zimmer- 
temperatur®“ zu arbeiten. 

Zur Extraktion des Fumarats aus den Gewebssuspensionen in 
reinem Zustande habe ich zwei Methoden ausgearbeitet: 

1. Alkoholextraktion. Die Gewebssuspension wird mit 
dem gleichen Volumen 96°/,igem Athylalkohol versetzt, 6 bis 
10 Stunden im Eisschranke stehen gelassen, zentrifugiert. Ein be- 
kannter Volumteil der Flissigkeit wird mit H,SO, angesiiuert, 
dann mit Ather, wie zu beschreiben, ausgeschiittelt. Es werden 
nicht mehr als 5 ml gebraucht. Enthalt diese Fliissigkeit mehr 
als 0,25 mg Fumarat, so wird entsprechend weniger entnommen. 
Der Alkohol muB zum Versuch besonders gereinigt werden: er 
wird unter Zulage von wenig konzentrierter, alkalischer KMn0O,- 
Loésung und festem KMnO, abdestilliert. 

Mit Alkohol wird das Fumarat quantitativ extrahiert. Der 
Nachteil der Methode ist der, daB der Alkohol in inkonstanter 
Weise geringe Mengen von Substanzen in Loésung bringt, die in 
Ather zum Teil tibergehen und KMnO, verbrauchen. Darum ist 
die Methode zur Feststellung kleiner Konzentrationsunterschiede 
ungeeignet. 

2. Trichloressigsiureextraktion. Der Gewebsbrei wird 
mit Trichloressigséure versetzt. Fiir 4 ml der gebrauchten Sus- 
pension (vgl. Einleitung) wird 1 ml 20°/,ige Trichloressigsiure ver- 
wendet. Es wird filtriert oder zentrifugiert und wie bei derAlkohol- 
methode ein bekannter Teil der Fliissigkeit der Atherextraktion 
unterworfen. 

Dieses Verfahren hat den Nachteil, daB vom Muskelbrei stets 
nicht unbetrachtliche Mengen von Fumarat mitgerissen werden. 
Seine Menge ist konstant und ist eine Funktion der Konzentration 
des Fumarats. Das Verhaltnis wird an _ beistehender Kurve 
(Fig. 10) wiedergegeben. Wie man sieht, liegt die Menge des mit- 
gerissenen Fumarats zwischen 25—40°/,. Die Methode gibt gut 





reproduzierbare, genaue Werte, kann aber wegen des besprochenen 
Verlustes — im Gegensatz zur Alkoholmethode — nicht zur Be- 
stimmung von absoluten Mengen gebraucht werden, eignet sich 
aber sehr gut zur genauen Bestimmung von Konzentrationsunier- 
schieden in parallelen Versuchen. 
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Atherextraktion. Der alkoholische oder Trichloressigsiure- 
extrakt wird in ein in Fig. 11 abgebildetes GefaiB eingetragen und 
hier mit 20, 15, 10 ml Ather 8mal nacheinander ausgeschiittelt. 
Das Schiitteln dauert je 2 Minuten (8 Umdrehungen in der 
Sekunde). Der Ather wird in einem 50 ml fassenden Erlenmeyer- 

















y 
S 

<a . 8 

Sle 

S § 0 

3 Mg fumarstzusatz 

Vol. = 4 ml a 
Fig. 10. Fig. 11. 


kolben abgehebert und unter Zusatz von 3 ml Wasser verdampft. 
Der Destillationsriickstand wird titriert. 

Es macht keine Schwierigkeit, den Ather zuriickzugewinnen und bei 
seeigneter Kinrichtung gréBere Serien zugleich aufzuarbeiten. Der Ather 
muB besonders sorgfaltig gereinigt werden, da er stets gréBere Mengen von 
Substanzen enthalt, die KMnO, verbrauchen. Von ihnen kann er befreit 
werden, wenn man ihn mit 1/, Volum einer 10°/,igen NaOH, die mit KMnO, 
gesittigt ist, 4mal ausschiittelt, dann abdestilliert, und sogleich zum Ver- 
such verwendet. Beim Lagern iiber Nacht bilden sich selbst im Dunkeln 
und bei 0° wieder oxydierbare Substanzen, so daB zum Versuch stets frisch 
destillierter, mit KMnO,behandelter Ather verwendet werden soll. Selbst 
unter diesen Umstinden wird noch vom Destillationsriickstand des Athers 
eine geringe Menge von KMnO, verbraucht, so daB zur Korrektur neben 
jeder Fumaratbestimmung ein Blankoversuch ausgefiihrt werden mud. 

Die Brauchbarkeit der Bestimmungsmethode sei durch folgenden 
Versuch gezeigt (Tab. II). Zu je 1g eines gemahlenen und suspendierten 
Muskels A und Muskels B werden verschiedene Mengen (Kolumne 1) Fumarat 
zugesetzt. Der Brei wird sogleich mit Trichloressigsiure enteiweiBt, die Fumar- 
siure bestimmt. (Kolumne 2). Von den gewonnenen Werten werden die 
Blankwerte des Muskels A und B in Abzug gebracht, die Abweichung von 
den theoretischen Werten in Prozent berechnet. 


Wie ersichtlich, wird die zugesetzte Menge des Fumarats 
von 0,1 mg an mit einer Genauigkeit von +6 bis —4°/, zur Be- 
stimmung gebracht. Bei 0,05 mg aber werden die Ergebnisse 
unsicher. 
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Tabelle II. 





























vo 7 eee ween Korrigiert | °/, Fehler 
zugesetzt mg Fumarat 

i % 0.0651 go79 | — i 
err 0 0,080 | _ sii 
0,150 0,216 0,144 ~& 
0,150 0,224 0,152 44 
| 0 0,045 si on 
0,057 0,085 0,040 +28 
ee 0,153 0,118 +4 
8 0,171 0,226 0,181 + 6 
0,384 0,446 0,401 + 4 

0,576 0,623 0,578 + 0,2 





Bei diesem Versuch wurde die Fallung sogleich nach Zugabe des Fuma- 
rats ausgefiihrt, bevor dem Fumarat Zeit gegeben war, in die Muskelstiickchen 
einzudringen. Unter diesen Umstainden wurde das Fumarat auch mit Trichlor- 
essigsaure zuriickgewonnen. Wird aber nach Fumaratzusatz verschieden lang 
gewartet, so findet man, daB die zuriickgewonnenen Fumaratmengen in den 
ersten Minuten rasch sinken, um nach 15—20 Minuten konstante Werte zu 
erreichen. Es sind also 15—20 Minuten zur Erreichung des Gleichgewichtes 
notig (vgl. Fig. 10). 

Besondere Beispiele der Brauchbarkeit der Trichloressigsaéure- und 
Alkoholmethode werden nicht angefiihrt, da solche den weiteren Analysen- 
beispielen entnommen werden kénnen. 


Fumaratgehalt des Muskels 


Der Brustmuskel der Taube wurde méglichst rasch nach 
Dekapitierung des Tieres ausgeschnitten, in grobe Sticke zerlegt, 
in fliissiger Luft gefroren, im Moérser pulverisiert und gepulvert 
abgewogen. Es dauerte vom Téten des Tieres 1 Minute, bis der 
Muskel durchgefroren war. In einem ‘Teil der Versuche wurde 
dem Pulver pro Gramm 1 ml 96°/, Alkohol und 0,5 ml Wasser 
zugesetzt. Die Suspension wurde iiber Nacht im Eisschranke 
belassen, zentrifugiert, der Rest zweimal mit 50°/, Alkohol ge- 
waschen. Die vereinigten Fliissigkeiten wurden am Wasserbade 
auf das halbe Volumen eingeengt, von der entstandenen Fallung 
abfiltriert, und diese mit 96°/, Alkohol gewaschen. Nun wurde 
nochmals eingeengt. Die also erhaltenen wenigen Milliliter Fliissig- 
keit wurden mit Alkohol auf 10 ml verdiinnt, dann ein bekannter 
Teil mit Ather extrahiert usw. 

In einer zweiten Gruppe von Versuchen wurde das Muskel- 
pulver in 20°/, Trichloressigsiure aufgetaut. Auf je 1g Muskel 
wurde 1 ml Saurelésung verwendet. Nach Zentrifugieren wurde 
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' aus der klaren Flissigkeit ein bekanntes Volum zur Analyse ent- 
—= @ nommen. In einigen Versuchen wurde an Stelle der Behandlung 
ler (— mit fliissiger Luft der Muskel sehr schnell gemahlen und in Tri- 
chloressigsaure suspendiert. Diese Versuche sind mit -+ bezeichnet. 


In allen Versuchen kam 15—25 g Muskel zur Verwendung. Das Ergebnis 
ist auf mg-°/, ,,.fumarat‘‘ umgerechnet: 


CS a 8,4 8,4 8.0 
Trichloressigsiure. . . . . 5,7+ 9,5 + 6,0 + 5.1 4,0 


Wie erwartet, gibt die Trichloressigsiuremethode kleinere 

Werte. Es kann nicht erhofft werden, den Fumaratgehalt mehr 

a ' als annaherungsweise zu bestimmen. GréSenordnungsmiabig liegt 
nach diesen Angaben der Fumaratgehalt des Muskels um 10 mg-°/o, 
ein Wert, der mit Moyles Angaben fiir Succinat tibereinstimmt. 


2 


ima- 


i | Moyle**) traf keine besonderen MaBnahmen, um rasch zu arbeiten. 
lang [§ Die Moglichkeit war also vorhanden, daB in ihren Versuchen die 
den  vgeringen Fumaratmengen des Muskels zu Succinat reduziert 
2U @ worden sind. 

- Natiirlich sind diese unsere Angaben mit groBer Unsicherheit 
- behaftet. Hinerseits haben wir keinen Beweis, dai durch den 


sen- [B Muskel auch bei der Alkoholmethode kein Fumarat niedergerissen 
| wird, da sich unsere Erfahrungen nur auf das zugesetzte Fumarat 
beziehen, andererseits aber haben wir auch keinen Beweis dafiir, 
daB die gefundene Reduktion tatsaichlich durch Fumarat ver- 

wh — ursacht wurde. 


Verhalten des zugesetzten Fumarats. 


ler Der Muskel wurde, wie im methodischen Teile der Einleitung beschrieben, 
in Phosphat suspendiert. Je 4 ml dieser Suspension (annahernd 0,4 g Muskel 























de | enthaltend) wurden mit 3 mg Fumarat versetzt, verschieden lange Zeit in 
ser einem Kolben unter Schiitteln an der Luft, oder in der Thunbergréhre in vacuo, 
ke [— im Wasserbade bebriitet. Die Suspensionen wurden dann mit dem Alkohol- 
ye- —& Verfahren auf Fumarat analysiert. 
de ‘ — 
ng »Fumarat’s gefunden in mg 
de : EREARSS $$ — $$ 
u aerob | anaerob 
oa : en a eT coe meow ean me meee aa = fate ao ana 
er £& Muskel, ohne Fumaratzusatz .... 0.2 0,2 0.2 0,2 

- 3 mg Fumarat, nach 16 Min. 3,1 2,9 | 3,0 2,9 

39 3 mg 9° 99 30 9 3,0 3,1 | oe 2,9 

i. 9 3 mg 29 9 60 ” 2,8 3,2 2,6 ies 
el - 


86) Biochemic. J. 18, 351 (1924). 
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In Bestitigung von Géozsy und Szent-Gyérgyis Angaben 
finde ich also, daB Fumarat innerhalb der Fehlergrenzen des Ver. 
fahrens bei aerober Bebriitung nicht verschwindet, daB Fumaraj 
also seine steigernde Wirkung auf die Atmung ausiibt, ohne selber 
verbraucht zu werden. Anaerob scheint eine geringe Menge de; 
Fumarats nach lingerer Zeit zu verschwinden*). 

Wird hingegen Fumarat und Malonat zu gleicher Zeit 
zugesetzt, so andert sich das Verhalten. Der obige Versuch wurde 
wiederholt mit dem Unterschied, daB neben dem Versuch mit 
Fumarat auch ein Versuch mit gleichzeitigem Zusatz von Fumarat 
und Malonat angestellt wurde. Es wurde parallel aerob und anaerob 
60 Minuten lang bebriitet und dann mit dem Alkoholverfahren 
auf Fumarat analysiert: 

mg ,,fumarat« 

Aerob, Muskel, Fumarat (3 mg) ee ee ee eee 2,8 
om ‘ ™ - und Malonat (4mg). .. . 1,6 
Anaerob, Muskel, Fumarat (3 mg) Ter ree ee ee 2,4 
m a oe - und Malonat (4mg). .. . 2,9 

Der Versuch zeigt, daB in Gegenwart von Malonat aerob eine 
betrachtliche Menge, etwa 1,4 mg Fumarat verschwunden ist. 
Im Gegensatz hierzu wird der geringe anaerobe Schwund des 
Fumarats durch Malonat ausgeschaltet, als Zeichen dafiir, daB bei 
diesem anaeroben Schwunde die Aktivierung des Fumarats durch 
die Succinodehydrase eine Rolle spielte. Gleichzeitig ergibt sich, 
dafB der Mechanismus des aeroben und anaeroben Fumarat- 
schwundes verschieden sein muf, und daB an dem aeroben, durch 
Malonat bedingten Fumaratschwund die Succinodehydrase nicht 
beteiligt war. 

Im Versuch brachte 0,4 g Muskel 1,2 mg Fumarat in 60 Minuten 
zum Schwunde. (Statistische Bestitigung des Wertes vgl. weiter 
unten.) Dies bedeutet, daB der Muskel in Gegenwart von Malonat 
sein eigenes Fumarat in 2 Minuten zum Schwunde bringt, wodurch 
die Malonathemmung der Atmung ginzlich erklart wird. Um 
diese Erfahrungen aber auch noch auf andere Weise zu priifen, 


*) Der Schwund ist aber so gering, daB er eher als eine Bestatigung 
der allgemein anerkannten Annahme dienen kann, daf Dehydrasen unter- 
einander nicht reagieren. Wiirde solch eine Reaktion ungehindert statt- 
finden, so miiBten groBe Mengen von Fumarat reduziert werden, da fiir sie 
die Bedingungen auBerordentlich giinstig liegen. Das Fumarat wird auBerst 
energisch zur Hydrierung aktiviert und sein Potential ist um 200—300 Mv. 
positiver, als das Potential der Nahrstoffe. 
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wurde in Phosphat suspendierter Muskel (0,4 g) mit Malonat 4 mg 
und steigenden Mengen Fumarat versetzt. Schon die geringsten 
gugesetzten Fumaratmengen (0,6 mg) vermégen dann die durch 
Malonat gehemmte Atmung wieder in Gang zu setzen; die auf diese 
Weise in Gang gesetzte Atmung kam aber nach der Zeit, die fiir 
das Verschwinden des Fumarats nétig war, plétzlich zum Still- 
stand. Da bei den Versuchen Bangas stets 2,5—5 mg Fumarat 
gugesetzt wurden, das zum Schwunde 2—4 Stunden benétigt, ist 
es verstandlich, warum bei der Versuchsdauer von 40—60 Minuten 
das zugesetzte Fumarat die Malonathemmung vollkommen aufhob. 

Derselbe Versuch, die aerobe Bebriitung des Muskels unter Fumarat 
und Malonatzulage wurde 8 mal wiederholt. Die Bebriitung dauerte 30 Minuten 
und wurde im Barcroftrespirometer vorgenommen. Wahrend der letzten 
20 Minuten des Versuches wurde die Sauerstoffaufnahme registriert. Das 
Reaktionsgemisch wurde daan mit dem Trichloressigsiureverfahren auf 


Fumarat untersucht: Tab. III. F bedeutet Fumarat, M bedeutet Malonat. 
Die gemittelten Werte sind mit dicken Ziffern angegeben. 


Tabelle III. 

































































Sauerstoff- F« wr 
aufnahme M i Sl Teo zum Schwunde 
in 20’ in cmm | Hem- Gefunden — bei Zusate gebracht durch 
(unkorr.) mung M 
in 0 
ohne | mit |” /o 3mg F ImgF] aus | aus 
Zusatz)4mg M pugs 4mgM|/™6¥ 4mgM| 3mgF | lmgF 
1] 470 | 150 | 67 | 1,69 | 0,99 | 0,66 | 0,04 | 0,70 | 0,62 
‘| 450 | 155 | 66 | 1,59 | 1,03 | 0,65 | 0,11 0,56 | 0,55 
3] 625 | 100 | 84 | 1,59 | 0,56 | 0,91 | 0,07 103 | 0,84 
4] 695 | 120 | 83 | 1,56 | 0,51 | 0,71 | 0,08 105 0,63 
5| 715 | 155 | 79 | 136 | 1,10 | 0,75 | 0,04 | 026 | 0,71 
6] 505 | 125 | 75 | 1,64 | 0,93 | 0,76 | 0,30 | 0,71 | 0,46 
7] 570 | 130 | 77 | 1,64 | 0,69 | 1,09 | 003 | 0,95 | 1,06 
8| 205 | 215 | 27 | 1,65 | 1,80 | 0,64 | 0,70 | -0,15 | -0,06 
| 541 | 144 | 69 | 159 | 0,95 | 0,77 | 0,17 | 0,64 | 0,60 
9] 46 | 95 | so | 1,46 | 0,82 | 0,63 | 0,06 | 0,64 | 0,57 
0] | eT eT nee) bee] — | — | -of0 | — 
11} 230 | 110 | 52 | 1,80 | 1,45 | 0,60 | 0,52 | .0,35 | 0,08 
12] 155 | 100 | 36 | 1,66 | 1,44 | 0,61 | 0,55 | 0,22 | 0,06 
| 268 | 98 | 58 | 164 | 118 | 061 | 0,38 | 0.25 | 0,24 


Ks wird also ohne Zusatz von Malonat kein Fumarat zum 
Schwund gebracht. Abgesehen von dem durch die Methode be- 
dingten Schwund von 40°/, wurde das Fumarai in allen Versuchen 
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in den Fehlergrenzen der Methode wiedergefunden. Wie aus den 
beiden letzten Kolumnen ersichtlich, wird aber auf Kinwirkung 
von Malonat 0,6 mg Fumarat zum Schwund gebracht. Die Menge 
des verschwundenen Fumarats ist von seiner Konzentration un- 
abhingig und ist bei 1 und 3 mg gleich. In allen Versuchen wurde 
dies beobachtet, auBer im letzten Versuch Nr. 8. Hier war auch 
der Sauerstoffverbrauch auffallend gering. Um iiber das Verhalten 
des Muskels bei derartig geringer Atmung mehr Angaben zu er. 
halten, wurde der Muskel des Versuches 3 und 7 2 Stunden auf 
His gelagert und dann der Versuch wiederholt (Versuch 9 und 10), 
In Versuch 11 und 12 wurde der suspendierte Muskel in einem 
Reagenzglas 30 Minuten bei 37° bebriitet. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind gesondert in der unteren Tabelle wiedergegeben. 
Wie die Durchschnittswerte zeigen, ist in dieser letzten Gruppe 
die Atmung sowie der Fumarsiiureschwund halb so groB wie die 
Durchschnitte der Hauptgruppe. 


Um nun den Zusammenhang zwischen Atmungsintensitat und Fumarat- 
schwund festzustellen, wurden die Werte in ein Koordinatensystem gebracht 


(Fig. 12). Die Abszisse gibt die Sauerstoffaufnahme, die linke Ordinate das § 
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bei Malonatzusatz aus 3 mg zuriickgefundene ,,Fumarat“. Die entsprechenden 
Fumaratmengen sind mit Dreiecken bezeichnet. Die rechte Ordinate gibt in 
Prozent die Atmungshemmung durch Malonat. Die Werte sind mit Kreisen 
angegeben. 

Wie diese Figur zeigt, iassen sich die gefundenen Punkte, 
abgesehen von einer gewissen Streuung, zu einer Kurve zusammen- 
fassen. Die Kurve der Atmungshemmung wie die Kurve des 
Fumaratschwundes sind Spiegelbilder als Zeichen dessen, dali 
sie voneinander abhiangige Gré8en darstellen und beide Funktionen 
der Atmungsintensitat sind. 
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Dieselbe Versuchsreihe wurde auch in Ringerlésung ausgefiihrt. 
Als Material diente derselbe Muskel, wie im vorhergehenden Versuch in 
Phosphat, so daB die Versuchsnummern beider Tabellen sich auf gleichzeitig 
mit demselben Material ausgefiihrte Versuche beziehen. Bei diesen Versuchen 
wurde der Muskel in einer Ringerlésung*) suspendiert, die 2,7mal konzen- 
trierter war als die gewohnliche. 1 g des gemahlenen Muskels wurde in 3 ml 
dieser Lésung suspendiert. Fur jeden Versuch wurden 1,5 ml dieser Suspension 
gebraucht, die dann im Respirometer mit Wasser oder sonstigen Zusatzen 
auf 4 ml verdiinnt und somit isotonisch gemacht wurden. Die Versuche waren 
also den mit Phosphat ausgefiihrten Versuchen durchaus analog. 

Die Ergebnisse sind in Tab. [IV zusammengefaBt. Vergleicht 
man diese Tabelle mit der vorstehenden, so beobachtet man 
folgende Unterschiede: die Atmungsintensitat ist geringer (hierzu 
mag auch die unzulingliche Pufferung beitragen). Die Malonat- 
hemmung ist aber — beurteilt nach den Phosphatversuchen — 
noch kleiner, als es der geringeren Atmung entspriche. Dasselbe 
cilt auch fiir den durch Malonat verursachten Fumaratschwund. 
Aus 8 mg Fumarat vermag Malonat nichts zum Schwunde zu 


Tabelle IV. 






























































Sauerstoff- Re EF“ 

_ aufnahme M | Gefunden nach 30’ bei Zusatz | 22 Schwunde 

in 20’ in cmm | Hem “a gebracht durch 

(unkorr.) mung M 

. 0 SS ae a 
ohne | mit mle — 3mgF Img F | lmgF aus | aus 
Zranake \émg Mt 8 4mg M 4 mg | | 4mg M| 3mgF ImgF 

1} 210 | 250 o | 1,38 | 1,70 | 0,55 | 044 | -032 | oO 
2} 415 | 170 | 61 | 1,22 | 1,21 | 0,66 | 0,33 0,01 | 0,33 
3} 630 | 260 | 59 | 1,11 | 0,98 | 0,38 | 0,15 0,13 | 0,23 
4] 465 | 350 | 25 | 1,32 | 1,18 | 0,40 | 0,13 0,14 | 0,27 
5| 605 | 230 | 62 | 1,04 | 125 | — | — | -021 | — 
6] 365 225 | 29 | 1,26 | 1,80 | 0,56 | 0,58 | -0,54 | -0,02 
71 20 | — | — | BS | 188 | O48 | 096 0,01 | 0,24 
8| 320 | 270 | 16 | 1,56 | 1,64 | 0,51 | 0,47 | -0,08 | 0,04 
| 480 | 251 | 36 | 129 | 139 | 050 | 082 | 0,10 | 0,18 
9| 300 | 210 | 30 | 1,42 | 1,59 0,60 | 041 | -017 | 0,19 
10 | 195 | 230 0 | 1,90 | 1,95 | 0,83 | 060 | -0,05 0,13 
11 | 290 | 310 0 | 1,69 | 1,84 | 0,72 | 0,55 | -0,15 | 0,17 

12| 225 | 180 | 20 | 1,87 | 1,78 | 0,62 | 0,54 | 0,09 | 0,08 
| 253 | 256 | Oo | 172 | 1,79 = 0,66 0,58 | 0,07 | 0,18 





*) Die Lésung wurde durch Vermischen folgender Fliissigkeiten erhalten: 
35 ml 5,4°/, NaCl, 52 ml 1,3°/, NaHCO,, 10 ml 1,15°/, KCl, 2 ml 3,82°/, MgSO,- 
7H,0, 8 ml 0,11 mol. CaCl,. Die Lésung wurde unmittelbar vor dem Ge- 


| brauch zubereitet und nach Zusatz des Muskels gleich verdiinnt. 


4* 
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bringen. Aus 1 mg Fumarat wird auch nur 3/; der Menge zum 
Schwunde gebracht, wie im entsprechenden Phosphatversuch. 
Durch diese Messungen erhalt die Beobachtung, daB Malonat in 
Ringer nicht, oder nur wenig hemmt, eine befriedigende Erklarung 
und kann sogar als Beweis der Theorie der Malonathemmung 
herangezogen werden. 

Als zweiter neuer Umstand erscheint in der Tabelle ein von 
Malonat unabhingiger Fumaratschwund. Im Gegensatz zu Phos- 
phat verschwindet hier eine geringe Menge (0,2—0,8 mg) Fumarat 
auch ohne Malonatzusatz. Dieser Fumaratschwund ist von der 
Fumaratkonzentration unabhéngig. Er mag seinen Grund in dem 
von Banga beschriebenen Umstande haben, da8 in Ringerlésung 
das gebildete Oxalacetat nicht sogleich reduziert wird und ihm 
hiermit zu irreversiblen Veranderungen Zeit gegeben wird. Dieser 
Fumaratschwund mag auch das seine zur geringeren Atmungs- 
intensitét in Ringer beitragen. 

In der Tabelle sind die durch Fumarat verursachten Atmungs- 
steigerungen nicht dargestellt. Verstehen wir unter Atmungs- 
steigerung den Unterschied der Sauerstoffaufnahme, den der Muskel 
zeigt, wenn ihm 4 mg Malonat bzw. 4 mg Malonat + 3 mg Fumarat 
zugesetzt wird, so finden wir, daf in Phosphat dieser Wert ge- 
mittelt 471 cmm (in 20 Minuten), in Ringer 100cmm betragt. In 
Phosphat ist also die Fumaratsteigerung um 4,7 mal starker als in 


Ringerlésung. 


Bildung von Fumarat aus Oxalessigsaure. 


0,4 g Muskel wurde, wie iiblich, in 4 ml Phosphat suspendiert. Es 
wurde 3,4 mg Oxalessigsiure zugegeben und das Gemenge aerob an der Luft, 
sowie anaerob in vacuo 25 Minuten lang bebriitet. Dann wurde mit dem 


Alkoholverfahren auf Fumarat analysiert: 


























mg ,,fumarat“| Korrigiert | °/, der 
gefunden mg Theorie 
Aerober Versuch. 
ee ee ee ee 0,2 _ 
Muskel + 3,4 mg Oxalessigsaure. . 2,2 2,0 67 
» + 3,4 mg ~ — 2,2 2,0 67 
Anaerober Versuch. 
ee ee ee ee ee 0,2 
Muskel + 3,4 mg Oxalessigsaiure. . 2,1 1,9 63 
» +3,4 mg eA — 2,6 2,4 80 
1,5 50 


» +34 mg ms _— 1,7 
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Die letzte Kolumne gibt das gefundene Fumarat als Prozent der, dem 
zugesetzten Oxalacetat aquivalenten Menge an. 

Im Mittel kdnnten 65°/, des zugesetzten Oxalacetats als 
Fumarat wiedergefunden werden. Der Reinheitsgrad unseres Oxal- 
acetats wurde nicht bestimmt. Die praiparativen Schwierigkeiten 
der Oxyfumarsiure machen es wahrscheinlich, daB unser Praparat 
auch keine 100°/, Oxalessigsiure enthielt. Der Versuch zeigt also, 
daB der Schwund des Oxalacetats an erster Stelle durch seine 
Reduktion zu ,,Fumarat’ bedingt sein muB. 


Oxydation der Bernsteinséure in Gegenwart von Malonat. 


Malonat vergiftet die Bernsteinsiiuredehydrase nicht bis 
auf 100°/,. Darum muBte erwartet werden, daB das zu Succinat 
reduzierte Fumarat in Gegenwart von Malonat, wenn auch lang- 
sam, reoxydiert werde. Aus diesem Grunde kann Malonat auch 
nie die Atmung 100°/,ig hemmen. Es war wichtig zu wissen, wie 
schnell diese Reoxydation bei den natiirlichen Konzentrationen 
erfolgt. 

Die Hemmung der Bernsteinsiureoxydation durch Malonat 
beruht auf Adsorptionsverdrangung, ist daher vom relativen Ver- 
haltnis der Bernsteinséure- und Malonatkonzentration abhangig. 
Aus technischen Griinden konnte unmdglich bei den natiirlichen 
niedrigen Konzentrationen gearbeitet werden. Es schien aber zu- 
lissig, mit hoheren Bernsteinséiurekonzentrationen zu arbeiten und 
zu extrapolieren. In Gegenwart von 4mg Malonat (in 4 ml) 
bilden 0,4 g gewaschener Muskel aus 250 mg-°/, Succinat in 10 Mi- 
nuten 0,28 mg, aus 125 mg-°/, 0,16 mg, aus 63 mg-°/, 0,10 mg 
.fumarat. Die Menge des gebildeten Fumarats steht annaihernd 
in linearem Verhaltnis zur Succinatkonzentration. Hieraus folgt, 
da bei 20 mg-°/, Succinat in 10 Minuten 0,033 ,,Fumarat“ ge- 
bildet wird. Ist also das ganze natiirliche Fumarat des Muskels 
unter Einwirkung von Malonat zu Succinat umgesetzt, so muB 
aus diesem Succinat in 10 Minuten 0,088 mg ,,Fumarat gebildet 
werden. Da der Muskel in derselben Zeit 0,2 mg Fumarat zu 
Succinat umsetzt, folgt, daB trotz Gegenwart des Malonats stets 
annihernd 1/, des Katalysators als Fumarat anwesend sein mu8 
und daher die Atmungshemmung nicht 100°/,ig sein kann. Wird 
also durch Malonat 5/, des Katalysators inaktiviert, so kann eine 
maximale Atmungshemmung von 83°/, erwartet werden. Wie aus 
Tab. III ersichtlich, war die héchste beobachtete Malonathem- 


mung 849/,. 
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Mikrobernsteinsdéurebestimmung und ihre Anwendung. 
Von 


B. Giézsy. 





Verfahren: Zur Ergainzung vorstehender Arbeiten war es 
notig, eine Bernsteinséurebestimmung auszuarbeiten, die es ge- 
stattete, 1 mg dieser Substanz mit einer Genauigkeit von 10°/, 
zu bestimmen. 


Die bisher beschriebenen Methoden, wie von Heyde und Steiner?’), 
Knoop und Gehrke**), Hahn und Haarmann’*®), sowie die Methode von 
D. M. Moyle*®) griinden sich auf die gravimetrische Bestimmung, die Methode 
von P. W. Clutterbuck*!) auf die polarimetrische Bestimmung. Bei letz- 
terer Methode wird die Bernsteinsiure durch den Muskel zu Fumarat oxy- 
diert, dann zu Malat hydriert und als solche nach Dakin‘) in Gegenwart 
von Uranylacetat bestimmt. Alle diese Methoden arbeiten mit gréBSeren 
Bernsteinséuremengen und lassen sich nicht auf unsere GréBenordnung von 
1 mg anwenden. 

Unser Verfahren griindet sich auf die Beobachtung, daB ge- 
waschener Muskel nur sehr wenig Substanzen aerob zu oxydieren 
vermag. Soweit solche im Muskeiexirakt anwesend sind, werden 
sie durch Permanganat oxydiert. Andererseits laBt sich die Bern- 
steinsiure von ihnen durch Ausschiitteln mit Ather trennen. Diese 
beiden Verfahren der Trennung wurden bereits friiher in den oben 
zitierten Arbeiten angewendet. Unser Verfahren weicht im Wesent- 
lichen von den genannten nur darin ab, da8 wir die Bernstein- 
siure auf biologischem Wege durch den Muskel oxydieren lassen 
und aus dem Sauerstoffverbrauch die Menge der Bernsteinsaiure 
berechnen. Gesichert wird die Spezifitit der Oxydation dadurch, 
daB als Kontrolle ein Muskel dient, dem der zu bestimmende 
Eixtrakt in Gegenwart von Malonat zugesetzt wird. Nach Quastel 

und Mitarbeiter hemmt Malonat die Bernsteinsiureoxydation spe- 
zifisch. Das Verfahren gestaltet sich also folgendermafBen: 


Der auf Bernsteinséure zu analysierenden Gewebssuspension wird zur 
EnteiweiBung 20°/, Trichloressigsiure zugegeben. Nachem die Mischung 
1/, Stunde lang gestanden hat, wird an einem relativ kleinen Filter durch Watte 





87) Z. f. Unters. d. Nahrungs- und GenuBmittel 17, 304 (1909). 
38) Diese Z. 146, 63 (1925). 

89) Z. Biol. 89, 159 (1929). 

40) Biochemic. J. 18, 351 (1924). 

41) Biochemic. J. 21, 512 (1927). 

42) J. of Biol. Chem. 52, 183 (1922). 
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filtriert, der Riickstand mit einigen Milliliter Wasser nachgewaschen. Das 
Filtrat wird mit 8 Vol.-°/, Schwefelséure versetzt. Dann wird bei Siedehitze 
m/2-KMn0O, aus einer Biirette getropft, bis sich die Lésung nicht mehr ent- 
firbt*). Hierauf wird, wie in Straubs Arbeit, mit Ather ausgeschiittelt, der 
Ather unter Zugabe von 1 ml Wasser verdampft. Zur Bestimmung wird der 
Rest in das Seitengefé8 des Respirometers iibertragen. ; 

Der Taubenbrustmuskel wird, wie im methodischen Teil geschildert, 
3mal mit 20 Volumen Wasser gewaschen, dann in 2,65 Mol. Phosphat suspen- 
diert. Fiir jeden Versuch wird 1,5 ccm dieser Muskelsuspension in den Respiro- 
meter eingefiihrt, dann mit so viel Wasser versetzt, daB das Gesamtvolum 
der Fliissigkeit 4 ml betrigt. Die Suspension selber 1a8t sich bei 0° 10 Stunden 
lang brauchbar erhalten. 

Der 3mal gewaschene Muskel verbraucht noch stets geringe Mengen 
Sauerstoff. Dieser Verbrauch kommt aber durch den Kontrollversuch in 
Abzug. 


Der Versuch selber wird folgendermaBen vorgenommen: Man 
arbeitet stets mit 2 Parallelversuchen und 2 Kontrollen. 8 Respiro- 
meter werden also mit Muskelsuspension und dem notigen Wasser 
versetzt. In das SeitengeféB aller Respirometer werden gleiche 
Mengen der gleichen zu bestimmenden Fliissigkeit eingebracht. 
In 4 Respirometern wird die Muskelsuspension mit 4 mg Malonat 
versetzt. Nun wird am Wasserbade bei offenem Hahne 10 Minuten 
lang vorgeschiittelt. Dann wird der Inhalt der SeitengefaéBe in 
das HauptgefiB eingegossen, 90 Sekunden geschiittelt, die Hahne 
ceschlossen und der Manometerstand nach 15 Minuten abgelesen, 
nach welcher Zeit die Oxydation beendet ist. Die Differenz des 
Sauerstoffverbrauches der beiden Versuche mit und ohne Malonat- 
zusatz gibt den fir die Bernsteinsiureoxydation gebrauchten Oy. 


Das Verfahren arbeitet mit einem Verlust von 15°/,. Natiirlicherweise 
geht ein geringer Teil der Substanz bei der EnteiweiBung des Muskels ver- 
loren. AuBerdem werden die ersten 11/, Minuten der Oxydation vernach- 
lassigt. In dieser Zeit ist die Oxydation wegen mangelhafter Diffusion noch 
schwach. SchlieBlich wird die Succinoxydation durch Malonat nicht 100°/,ig 
gehemmt und die Menge des Succinats, die auch in Gegenwart von Malonat 
oxydiert wird, kommt in Abzug. Insgesamt macht dies etwa 15°/, aus. Suc- 
cinat wird nicht durch den Muskel bei der Fallung mitgerissen. 

Die Respirometer werden mit bekannten Mengen von Bernsteinsaéure 
kalibriert. Bestimmt man den Sauerstoffverbrauch mit 0,5, 1,5, 2 und 2,5 mg 
Succinat, so erhalt man eine Gerade, von der die dem O, entsprechende Bern- 
steinsaure leicht abgelesen werden kann. 


Der gréBte Unterschied, den ich in den Parallelversuchen 
beobachtet habe, ist 2 mm an der Manometerskala. Dies entspricht 
rund 0,1 mg Bernsteinsiure. In den Versuchen mit 0,2 mg Suc- 
cinat wire der Fehler also an diesem Stand 50°/,. Bei 1 mg Succinat 





*) Auch Malonat wird unter diesen Umstinden oxydiert. 
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ist der Fehler 10°/,, bei 2,5 mg 5°/,. Mehr als 2,5 mg sollen nicht 
bestimmt werden. Die Fehler der Extraktion sind relativ gering. 


Das Verfahren wurde mit Succinat kontrolliert, das dem 
Muskel zugesetzt und mit diesem verschieden lange Zeit anaerob 
bebriitet wurde. Das Succinat lieB sich in allen Versuchen inner- 
halb der obigen Fehlergrenzen quantitativ nachweisen. 


Aerobe Bildung von Bernsteinsiure in Gegenwart von Malonat. 


Straub zeigte in der vorhergehenden Mitteilung, daB im 
phosphatsuspendierten Muskel in Gegenwart von Malonat unter 
aeroben Bedingungen Fumarat verschwindet. Ich versuchte fest- 
zustellen, ob verschwundenes Fumarat zu Succinat reduziert wurde. 
Ich arbeitete in derselben Weise wie im methodischen Teil be- 
schrieben, mit dem Unterschiede, dai ich in einem Gesamtvolumen 
von 8 ml 1 g Muskel zum Versuch in m/15-Phosphat suspendierte. 
Der Sauerstoffverbrauch wurde im Barcroft-Respirometer ohne 
Zusatz, in Gegenwart von Malonat, Fumarat und endlich Fumarat 
plus Malonat gemessen. Nach einer gesamten Versuchsdauer 
von 30 Minuten wurde aus dem SeitengeféB 20°/, Trichloressig- 
sdure eingegossen, filtriert, die Fliissigkeit auf Succimmat und Fu- 
marat analysiert. 41/, emer jeden Fliissigkeit wurde zur Fumar- 
sdurebestimmung, °/, zur Succinatbestimmung gebraucht, der 
Succinat- bzw. Fumaratgehalt dann auf das gesamte Volum 
berechnet. In jedem Falle wurden 4 Parallelversuche gemacht, 
deren Ergebnisse stets innerhalb der theoretischen Fehlergrenze 
der Verfahren iiberemstimmten, so daB sie einzeln nicht mitge- 
teilt zu werden brauchen. Die Ergebnisse zweier Versuche sind in 
nacustehender Tabelle zusammengefaft. Alle angegebenen Werte 
bedeuten also das Mittel aus 4 Parallelversuchen, auBer bei Suc- 
cinat, wo die Zahl das Mittel aus 2-2 Versuchen bedeutet (da hier 
zu einer einzigen Bestimmung 2 Versuche notig sind). F. = Fu- 
marat, M. = Malonat. 


























M 8 mg 

0 M 8mg] F 6mg F 6 mg 
O,-Verbrauch in 20 Min.cmm . | 666 292 1129 886 
».fumarat‘* gefunden in mg . . 0,10 0,10 3,06 1,84 
Succinat gefunden inmg. .. . 0,3 0,0 0,3 1,1 
O,-Verbrauch in 20 Min.cmm . | 661 207 639 792 
»Fumarat‘‘ gefunden in mg . . 0,40 0,40 4,00 2,08 
Succinat gefunden in mg... . 0,3 0,2 0,3 1,7 
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Der erste Versuch zeigt, daB Malonat 1,22 mg Fumarat zum 
Schwunde bringt. Hiervon wird 1,1 mg als Succinat wieder- 
gefunden. Ohne Malonat oder ohne Fumarat werden keine gut 
meBbaren Mengen von Succinat gebildet, da die gefundenen Werte 
(0,3 mg) nahe bei der Fehlergrenze der Methode liegen. Im zweiten 
Versuch wurde durch Malonat 1,92 mg Fumarat zum Schwunde 
gebracht, wovon 1,7 als Succinat wiedergefunden wurde. In 
Gegenwart von Malonat oder Fumarat allein wurden keine meB- 
baren Mengen von Succinat gebildet. 

Es zeigt sich also, daB das durch Malonat zum Schwunde 
cebrachte Fumarat zu Succinat reduziert und als solches nach- 
gewiesen werden kann. Berechnet man die Menge des Sauer- 
stoffes, die nétig ist, um dieses Succinat zu reoxydieren, so zeigt 
sich, daB dazu ungefahr 4/,, des gesamten aufgenommenen Sauer- 
stoffes gebraucht wird. 


Anaerobe Bernsteinsaurebildung aus Fumarat. 


In der vorhergehenden Mitteilung zeigte Straub, daB der 
Muskel Fumarat aerob in Gegenwart von Malonat zum Schwunde 
bringt, und ich zeigte soeben, daB das verschwundene Fumarat 
zu Succinat reduziert wurde. Im Lichte dieser Feststellungen ist 
der Befund Straubs wohl unerwartet, daB der Muskel anaerob 
kein Fumarat zum Verschwinden bringt, oder wenigstens sind die 
verschwundenen Mengen gering und liegen in der Nahe der Fehler- 
grenzen der Bestimmungsmethode. Es hatte sich denken lassen, 
daB der Muskel Fumarat auch anaerob zu Succinat reduziert, 
das Verschwinden des Fumarats aber durch seine Neubildung ver- 
deckt wird. Aus diesem Grunde habe ich versucht festzustellen, 
ob bei der anaeroben Bebriitung des Fumarats Succinat entsteht. 
Der Versuch wurde in gleicher Weise ausgefiihrt wie der vorher 
beschriebene aerobe Versuch, mit dem Unterschied, daB jetzt in 
vacuo in der Thunbergroéhre bebriitet wurde. 





























Gefunden mg 0 M 4 mg F 3 mg rine 
»Fumarat’®’. . . 0,18 0,14 1,94 1,92 
Succinat ..... 0,0 0,0 0,3 0,0 
»Fumarat‘ .... 0,22 0,19 2,1 2,0 
Succinat ..... 0,0 0,0 0,3 0,0 


Die Tabelle zeigt, daB unter den Bedingungen des Versuchs 


Succinat aus dem zugesetzten Fumarat nur in sehr geringen, nicht 
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mehr gut meBbaren Mengen gebildet wurde. Der reine Nullwert 
des Versuchs mit gleichzeitigem Zusatz von Malonat plus Fumarat 
macht es wahrscheinlich, daB in dem Versuch mit Fumarat allein 
sich tatsaichlich eine geringe Menge von Succinat aus Fumarat ge. 
bildet hat und der gefundene Wert von 0,3 mg eine Realitat hat 
und da8 bei der Reduktion des Fumarats die Succinodehydrase 
aktivierend wirkte. Die Tabelle zeigt auch, da8 wahrend unseres 
Versuchs keine Neubildung von Succinat oder Fumarat statt- 
gefunden hat. Die gefundenen 0,3 mg Succinat konnten nicht 
durch Neubildung entstehen, da sich dann eine Malonathemmung*) 
nicht erwarten lieBe. 


Vergleichende Versuche mit Fumarsaure und Malonsaure. 
Von 


E. Annau. 


Der in der Einleitung geschilderte Mechanismus der Respi- 
ration findet im zerkleinerten Muskelgewebe seinen Ausdruck in 
der atmungsférdernden Wirkung des zugesetzten Fumarats und in 
der atmungshemmenden Wirkung des Malonats. Sollte also unter- 
sucht werden, ob der im Muskelgewebe gefundene Mechanismus 
auch in anderen Organen vorhanden sei, so fragte sich an erster 
Stelle, ob sich in diesen Geweben ahnliche Wirkungen mit Fumarat 
und Malonat hervorrufen lassen. Aus diesem Grunde wurde die 
Leber und die Niere von Kaninchen in genau derselben Weise 
von demselben Mitarbeiter (Banga) aufgearbeitet wie der Tauben- 
brustmuskel, und die Respiration wurde in derselben Weise im 
Barcroftapparat gemessen. 

Der in 20 Minuten verbrauchte O, ist in beistehender Tab. V 
wiedergegeben. 





*) Sind die gefundenen Succinatwerte reell, so ergibt sich doch die 
Méglichkeit, daB beim Lagern des Muskels post mortem die geringe Menge der 
natiirlicherweise anwesenden Fumarsaéure zu Succinat reduziert wird. Zu 
dieser Reduktion waren nach den Werten der Tabelle ungefahr 10 Minuten 
nétig, so daB, wenn der Muskel nicht besonders sorgfaltig sogleich nach dem 
Tode fixiert wird, das Fumarat, wie in Moyles Versuchen, als Succinat zur 
Beobachtung kommen kénnte. 
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Tabelle V. 
Zusitze °/, Verinderung 
Material oe — 
.. ee Yong. | Malonat | Fumarat 

1|Leber in Phosphat| 121 | 45 | 234 63 | + 93 
2 » 9 Ringer 126 | #%-U7 | (171 —7 | + 36 
3] 4, »5 Phosphat 70 |. #70 | 347 —o | +410 
4 ” ” Ringer 167 117 171 —30 } + 2 
5 | Niere in Phosphat 301 171 329 | 2% 
6 » 9, Ringer 252 184 | 297 —27 | +1 
7] 4, 5» Phosphat}| 333 175 | 464 —~4 | +8 
8 » 9» Ringer 306 | 234 | 356 —23 | + 16 











Wie die Tabelle zeigt, ist der Sauerstoffverbrauch der Leber 
seringer, der der Niere bedeutend geringer als der des Muskels. Auf 
Hinwirkung von Fumarat zeigen sich Verschiebungen in derselben 
Richtung wie beim Muskel. Auch hier ist die Wirkung von der 
Suspensionsfliissigkeit abhingig, in Ringer bedeutend schwacher 
als in Phosphat. Die Wirkung der Zusitze ist, besonders in der 
Niere, schwicher als beim Muskel. Gegeniiber dem Muskel 
schwanken die Ergebnisse auffallend. Diese Gewebe scheinen viel 
labiler zu sein. Immerhin ]48t sich sagen, daB Fumarat und Malonat 
die Atmung in derselben Richtung wie beim Muskel beeinfluBt. 

Entsprechend den Ergebnissen mit Muskel konnte Banga 
auch mit zerkleinerter Leber und Nierengewebe die Reduktion des 
Oxaloacetats demonstrieren, nur war diese Reduktion, ent- 
sprechend der geringeren Atmung, bedeutend schwacher. 

So wie im Muskel konnte auch bei diesen Geweben nach aerober 
Bebriittung in 20 Minuten mit Fumarat in Phosphatlésung kein 
Oxaloacetat nachgewiesen werden. In Ringerlésung konnte schon 
nach dieser Zeit stets eine wohlausgesprochene Reaktion erhalten 
werden. Die Bildung des Oxalacetats wurde also, wie beim Muskel, 
durch Suspendierung in Ringer zum Vorscheine gebracht. Arsenit 
ist bei diesen Geweben zum Zwecke des Oxalacetatnachweises 
ungeeignet. 

Nachdem also das gleichsinnige Verhalten der untersuchten 
Organe zeigte, daB in diesen derselbe Atmungsmechanismus wie 
im Muskel vorliegt, unternahm ich es, mit Hilfe dieser Organe den 
von uns gebrauchten ,,Gewebsbrei‘ mit Gewebeschnitten im 
Warburgapparat zu vergleichen. 
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Die Versuche wurden im Warburgrespirometer ausgefiihrt. Da die 
Menge der hierbei gebrauchten Schnitte ziemlich gro8 und dadurch ihr nach. 
trigliches Wagen erschwert war, habe ich sie vor dem Versuch gewogen. 

3ccm der benutzten px 7-Phosphatstammlésung, welche nachher im 
Atmungstrog auf m/15 verdiinnt wurden, oder aber 3ccm Ringerlésung 
nach Krebs**) (py 7,4) wurden in einem kleinen Glaskolben auf der Tariecr. 
waage genau austariert und die Waage mit 0,30 g beschwert. Ein Stiick des 
zu schneidenden Gewebes kam auf einen Eisblock, welcher mit einem, mit 
physiologischer Kochsalzlésung benetztem Filtrierpapier bedeckt war. Sobald 
ein Schnitt hergestellt war, kam er in den Glaskolben. Das Schneiden wurde 
solange fortgesetzt, bis die Menge der Schnitte im Kolben 0,30 g betrug, 
Der Kolbeninhalt wurde dann in den eisgekiihlten Atmungstrog iibergossen, 
der Kolben sorgfaltig getrocknet und das ganze Handhaben von neuem be. 
gonnen, bis eine Versuchsreihe beieinander war. Das Schneiden einer Versuchs- 
reihe von 6 Versuchen dauerte nicht linger als 20 Minuten. 

Nach Beendigung des Versuches wurde der Inhalt der Atmungs- 
trége mit 1 ccm 20°/,iger Trichloressigséure enteiweiBt und dann 
mit Nitroprussidnatron auf Aceton gepriift. Die Intensitat der 
Reaktion wurde 2 Minuten nach ZusammengieBen der Reagentien 
abgeschatzt und mit Kreuzen notiert. Wartet man langer als 
2 Minuten, so erscheint bei Gegenwart von Brenztraubensaure die 
fiir diese charakteristische blaue Farbe, die dann die Aceton- 
reaktion verdeckt. 

Brenztraubenséure, Fumar- und Malonsaéure wurden in Form 
ihrer Na-Salze verwendet. 

Es wurden von einem von uns im methodischen Teile dieser 
Arbeit Griinde dafiir angefiihrt, daS sich unser ,,Brei‘‘ von den 
Schnitten im wesentlichen nicht verschieden verhalten kann. In 
einer Beziehung besteht aber in quantitativer Hinsicht zwischen 
Schnitt und Brei ein Unterschied: bei demselben Durchmesser 
ist die Oberfliche pro Gewichtseinheit in den Stiickchen des Breies 
bedeutend gréBer als im Schnitte, also sind die Verhaltnisse fir 
die Diffusion, fiir das Ausspiilen von Gewebsbestandteilen im Bre 
giinstiger. Es kann also erwartet werden, da8 im Brei die Gewebs- 
stiickchen ihre Fumarsdure schneller verlieren und somit ihre 
Sauerstoffaufnahme sich den Schnitten gegeniiber schneller ver- 
mindert, jedoch durch Fumaratzusatz dann auch mehr befordert 
werden kann. 

Die Ergebnisse meiner vergleichenden Versuche mit Brei 
und Schnitten sind in den beiden nachstehenden Tabellen VI und 
VII zusammengefaBt. Die Zahlen bedeuten den wiahrend des 
ganzen Versuches aufgenommenen Sauerstoff in Kubikmillimetern. 





43) Diese Z. 210, 33 (1932). 
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Im groBen und ganzen ist die Sauerstoffaufnahme des Breies pro 
Gramm Gewebe geringer wie bei den Schnitten und kann durch 
Fumarat viel mehr beférdert werden. Es lassen sich zwischen 
Verhalten von Schnitten und Brei in keiner Beziehung wesentliche 
Unterschiede finden. Mehr als diese allgemeine Tendenz la8t sich 
aber aus der Tabelle nicht ablesen, da die Streuung der Ergebnisse 
verglichen mit der Anzahl der Versuche zu grof ist. 


Tabelle VI. 
Leber. 


Volumen der Versuchsfliissigkeit: 8 ccm. 
Zeitdauer eines Versuches: 90 Minuten. 








Differenz 






































—" 10 mg | Differenz| 8 mg 

*1Fumars.| in °/, | Malons.| in °/, 

1 | 0,3 g Schnitte, Phosphat}| 354 380 + §8 245 —3l 
210,3¢ > 9 488 740 +- 52 319 — 36 
3 10,3 ¢g om ™ 410 531 + 23 330 —19 
410,6g Brei, Phosphat 595 1450 +144 372 —45 
51/0,6¢ ,, » 453 1438 +218 303 —33 
6 | 0,3 g Schnitte, Ringer 394 450 + 14 310 —22 

Tabelle VII. 
Niere. 
Volumen der Versuchsfliissigkeit: 8 ccm. 
Zeitdauer eines Versuches: 60 Minuten. 
O 10 mg | Differenz] 8 mg_ | Differenz 

cmm ~2!Fumars.| in °/, | Malons.}| in °%/, 

1 | 0,3 g Schnitte, Phosphat | 291 334 +15 261 —10 
210,32 - o» 251 300 +19 200 —21 
3 | 0,6 g Brei, Phosphat 374 732 +93 453 +21 
410,6¢ ,, os 740 | 864 4.39 527 ott 
5 | 0,3 g Schnitte, Ringer 442 438 — 1 414 — 6 
6 | 0,6 g Brei, Ringer 830 708 —15 657 —21 




















Die weitere Frage, die ich zu beantworten suchte, war die, 
ob sich entsprechend den Verschiebungen im Atmungsmechanis- 
mus, den die Malon- und Fumarsiure hervorrufen, auch Ver- 
schiebungen im Chemismus des oxydativen Stoffwechsels nach- 
weisen lieBen. Deshalb wurde bei einer gréBeren Anzahl von 
Respirationsversuchen, die mit dem ‘Taubenbrustmuskel an- 
gestellt wurden, die Suspensionsfliissigkeit enteiweiBt und unter- 
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sucht. Es wurde hierbei gefunden, da die Reaktionsfliissigkeit in 
den Versuchen mit zugesetztem Malonat mit Nitroprussidnatron 
stets eine deutliche, fiir Acetonkérper charakteristische Reaktion 
ergab. Ohne Malonat war eine solche Reaktion nicht zu be. 
obachten. 

Um zu entscheiden, ob sich ahnliche Abweichungen auch in 
anderen Organen (Leber und Niere) finden und ob die Acetonkérper- 
bildung in gleicher Weise in Gewebsbrei und Schnitten zu_be- 
obachten ist, wurden am SchluB der in Tab. VI und VII dar. 
gestellten Versuche die Suspensionsfliissigkeiten enteiweiBt, dann 
mit Nitroprussidnatron auf Aceton untersucht. Die Resultate 
sind in den beiden nachstehenden Tab. Vila und VIIa dar- 
gestellt. Die Versuchsnummern stimmen mit Tab. VI und VII 
iiberein. Die Kreuze geben die Intensitit der Acetonkérperreaktion 
an. Die Tabelle zeigt, daB die Leber spontan, auch ohne Zusatz, ge- 
ringe Mengen von Acetonkorpern bildet, diese Bildung der Aceton- 
kérper jedoch durch Fumarat unterdriickt wird. Unter Einwirkung 
des Malonats wird die Reaktion bedeutend stérker. Fumarat und 
Malonat wirken also auch in dieser Beziehung antagonistisch. [is 
besteht kein Unterschied im Verhalten des Breies und der 
Gewebsschnitte. 


Tabelle Via. 









































Leber. 
7) Fumarsaure Malonsaure 
1 + + T+ 
2 Spuren p seal 
3 “ 0 oof. 
4 ” g + 
5 4] 4) G 
6 Spuren i) ft 
Tabelle Vila. 
Niere. 
i) Fumarsaure Malonsaure 
1 p 6 + 
2 g os 
3 i) " -+- 
4 G + 
5 6 8 Spuren 
6 g 99 
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it in Die Niere bildet ohne Zusatz kein Aceton. Auf Zusatz von 
‘tron — Malonat wird im Brei und in den Schnitten in gleicher Weise 
‘tion [EF Aceton gebildet. 

be. & Es fragte sich nun, ob durch Zusatze von acetonbildenden 

| Korpern sich diese Verschiebungen auf Einwirkung von Fumarat 

h in & und Malonat nicht noch deutlicher hervorbringen lieBen. 
‘per: Ich habe mich bereits in einer friiheren Arbeit**) mit der 
be- Acetonbildung aus Brenztraubensiure beschaftigt. Darum habe 
dar- ich die beschriebenen Versuche auch unter Brenztraubensiure- 
lann — zusatz wiederholt. Sowohl der Sauerstoffverbrauch, wie die 
tate — Starke der Acetonreaktion sind in den Tabb. VIII und IX zu- 
dar- FF sammengefaBt. 

VII Wie die Tab. VIII zeigt, bildet die Leber spontan meistens 
tion F ceringe Mengen von Aceton. Durch Brenztraubensiurezulage 
ge- —& wird die Menge des gebildeten Acetons deutlich gesteigert. Unter 
iOn- _ FEinwirkung der Malonsiure wird die Reaktion noch viel intensiver, 
ung — wihrend Fumarat die Acetonbildung in den meisten Versuchen 
ani | ginzlich unterdriickt. Schnitte und Brei verhielten sich identisch. 
Es — Die Niere bildet aus Brenztraubensiure ohne weiteren Zusatz 
der F niemals Aceton, jedoch erscheint unter Einwirkung des Malonats 


auch hier eine intensive Reaktion. Auch hier verhalten sich Brei 
und Schnitte gleich. 

Als die klassische Muttersubstanz des Acetons wird allgemein 
die n-Buttersiure bzw. 6-Oxybuttersiure betrachtet. Aus diesem 
Grunde wurden die Versuche mit Leber unter Zusatz dieser Sub- 
stanzen wiederholt. Die Resultate sind in den beiden Tab. X 
und XI zusammengefaBt. Es zeigt sich, daB die Malonsiure — ab- 
cesehen von einem Versuch — gar keinen Einflu8 auf die Keton- 
korperbildung ausiibt. Hingegen hemmt das Fumarat, wenn auch 
nicht konstant, die Bildung der Ketonkérper. 

Die beiden Tabellen zeigen aber deutlich een weiteren, nicht 
unwichtigen Umstand, da8 sich die Schnitte und unser Brei auch 
in bezug auf Acetonbildung aus Fettsiuren identisch verhalten. 
Dies ist aus dem Grunde hervorzuheben, weil diese 2 Oxydations- 
prozesse, die Oxydation von n-Buttersiure und /-Oxybuttersadure 
zu Keton, wie die Oxydation der Brenztraubensiiure als die zwei 
labilsten Oxydationen der Zelle bekannt sind, die an die ,,Struktur‘ 
cebunden sind. So fanden Quastel und Wheatley*), daB die 
44) Diese Z. 224, 141 (1934). 

45) Biochemic. J. 27, 1753 (1933). 
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| Tabelle VILL. 


Zeitdauer eines Versuches: 


Leber. 
Volumen der Versuchsfliissigkeit: 8 ccm. 


90 Minuten. 















































8 mg 8 mg 
4,4 mg | Malonsaure | Malonsaure 
cmm QO, Brenz- 4,4 mg 4,4 mg 
traubens. Brenz- Brenz- 
traubens. | traubens. 
, 401 540 514 487 
0,30 g Schnitte, Phosphat Spuren rere ror eran rs 
. 488 692 645 801 
0,30 g Schnitte, Phosphat + riers oo rs 8 
1,0 g Brei, Phosphat .. . i Pw ‘. inaen 4. ar 
. 885 1103 729 
0,60 g Brei, Phosphat . . Spuren dni Haha. = 
‘ ' 394 444 426 402 
0,30 g Schnitte, Ringer . | Spuren me ras 8 
. . 872 1127 932 1875 
1,0 g Brei, Ringer .... Spuren re Arauslnedn G 
Tabelle IX. 
Niere. 
Volumen der Versuchsfliissigkeit: 8 ccm. 
Zeitdauer eines Versuches: 60 Minuten. 
8 mg 8 mg 
4,4 mg | Malonsaure | Malonsaure 
cmm O, | Brenz- 4,4 mg 4,4 mg 
traubens.| Brenz- Brenz- 
traubens. | traubens. 
0,30 g Schnitte, Phosphat 9 - cm “1 
0,30 g Schnitte, Phosphat {} 70° 7 rd “ 
0,60 g Brei, Phosphat . . . ng ie a oy 
; 740 928 499 902 
0,60 g Brei, Phosphat. . Q g ree wn p 
0,30 g Schnitte, Ringer . - “. herd 4 
0,60 g Brei, Ringer ... “g — Hig .g 














Ub 


0,3 
0,6 
0,6 


0,6 








Tabelle X. 
Leber. 


Uber die Bedeutung der Fumarsaure fiir die tierische Gewebsatmung. 


Volumen der Versuchsfliissigkeit: 8 ccm. 
Zeitdauer eines Versuches: 90 Minuten. 
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8 mg 10 mg 
ure 0 4,4 mg Malons. Fumars. 
g cmm “2 | Butters. 4,4 mg 4,4 mg 
, Butters. Butters. 
1s. ie 
; ew 269 435 385 - 

0,3 g Schnitte, Phosphat . 8 rir’ heckled 
. 278 830 190 1969 
0,6 g Brei, Phosphat. . | Spuren racers é 4 
' , 963 1247 178 1917 
0,6 g Brei, Phosphat. . . 4 Pears cask 4 
; — 848 1085 755 1072 
0,6 g Brei, Ringer. . . | Q ids Pre ii 4 
Tabelle XI. 
Leber. 
Volumen der Versuchsfliissigkeit: 8 ccm. 
Zeitdauer eines Versuches: 90 Minuten. 
8 mg 8 mg 
0 5,2 mg Malons. Fumars. 
os 6-o-Butters.| 5,2 mg 5,2 mg 
a 6-o-Butters. | 6-o-Butters. 
‘ 298 283 279 — 
ure 0, ’ 
3g Schnitte, Phosphat 4 rr iu 
. , 270 418 276 475 
* 0,3 g Schnitte, Phosphat @ rw sok re 
“ ; 963 772 411 1891 
0,6 g Brei, Phosphat . . Se rea ses riers 4 
, . 558 572 420 540 
10g Brei, Ringer .. . g htt revs Aitdushe 
— 642 862 652 1201 
10g Brei, Ringer .. . 6 Pare huskies rere 














Oxybuttersiure nur durch Schnitte und nicht durch ,,Gewebsbrei‘ 
oxydiert wird. Dasselbe fanden Elliott und Schroeder*) fir 


Brenztraubensaure. 


48) Biochemic. J. 28, 1920 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVI. 





cr 


Die Tabelle VIII und IX zeigt, daB auch 
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die Oxydation der Brenztraubensiure, die sich durch die Steigerung 
der Sauerstoffaufnahme kundgibt, in Schnitten und Brei die 
gleiche ist. Das gleiche Verhalten von Schnitt und Brei ist ein 
weiterer Beweis dafiir, daB der an der Latapimiihle hergestellte 
,Brei* keine homogene, strukturlose Masse, sondern ein in kleine 
intakte Partikelchen zerlegtes Gewebe darstellt. 

Mit der Bedeutung dieser Befunde fiir die Chemie des Zellstoff. 
wechsels beabsichtige ich mich an anderer Stelle zu beschaftigen, 


Versuche in vivo. 
Von 


St. Huszak. 


Es wurde in den vorhergehenden Mitteilungen gezeigt, daB es 
durch die Ausschaltung der Succinoxydase, durch Malonat oder 
durch Beférderung des Wasserstofftransportes durch Fumarat- 
zulage, sowie durch Abschwiéchung der Wasserstoffmobilisierung 
durch Arsenit gelingt, das Gleichgewicht unter den sonst innerlich 
ausgeglichenen Reaktionen des Stoffwechsels zu zerstéren: Diese 
Stérung gibt sich durch das Erscheinen charakteristischer Re- 
aktionsprodukte kund. In der Arbeit mit Gewebsbrei und Gewebs- 
schnitten wurde folgendes beobachtet: 1. Auf Zugabe von Malonat 
zum Gewebe erscheinen Acetonkérper. Durch Zugabe von Fumarat 
kann diese Acetonkorperbildung unterdriickt werden. 2. Die Bil- 
dung der Acetonkérper aus f-Oxybuttersiure konnte in einigen 
Versuchen, wenn auch nicht konstant, durch Fumarat unter- 
driickt werden. 8. Arsenit hemmt die Reduktion des Oxalacetats. 
4. Infolge dieser Hemmung der Reduktion wird das aus Fumarat 
gebildete Oxalacetat als solches nachweisbar. Wurden diese Ande- 
rungen in der Chemie des Stoffwechsels unserer Gewebe nicht auf 
kiinstlichen Wegen, sondern durch Verschiebungen im normalen 
Oxydationsmechanismus verursacht, so konnte erwartet werden, 
daB dieselben Verschiebungen sich auch in vivo im lebenden 
Tiere nachweisen lassen. Darum habe ich es unternommen, die an 
Gewebsschnitten ausgefiihrten Versuche von diesem Standpunkte 
aus am ganzen Tiere zu wiederholen 
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4 hungernde und 8 gefiitterte Kaninchen bekamen intra- 
vends 0,5 g Malonat pro kg. In allen Versuchen trat mit Nitro- 
prussidreaktion eine wohl ausgesprochene Acetonreaktion im Harn 
auf. Diese Reaktion war nach 80—60 Minuten im Harn am 
stiirksten. Nach 2 Stunden nahm sie stark ab. 

Kine zweite Gruppe von Tieren bekam gleichzeitig mit dem 
Malonat 0,5 g Fumarat pro kg, ebenfalls intravenéds. Im Harne 
dieser Tiere erschien keine Acetonreaktion. Schon 5 Minuten nach 
der Injektion erschien die fiir Oxaloacetat charakteristische blaue 
Nitroprussidreaktion im Harn, die durch Anilin ausgeschaltet 
wurde, also nicht durch Pyruvat verursacht sein konnte. 

An Ratten erscheint nach subcutaner Injektion von Malonat 
eine starke Acetonkérperbildung. 

2 hungernden Kaninchen wurde pro kg 0,2 g f-Oxybutter- 
siure intravends einverleibt. In kurzer Zeit trat im Harn eine 
starke Acetonreaktion auf. In einer zweiten Gruppe wurde gleich- 
zeitig mit der Oxybuttersiure 0,5 g Fumarat einverleibt. Bei diesen 
Tieren gab nach 10 Minuten der Harn nur eine schwache Aceton- 
reaktion, die in 1/, Stunde ganz verschwand. Bei den Tieren 
ohne Fumarat erreichte die Acetonausscheidung in dieser Zeit ihr 
Maximum. 

2 fastenden Kaninchen wurde pro kg 3 mg arsenige Saure 
subeutan einverleibt. 30 Minuten spaiter wurde 0,2 g Oxaloacetat 
pro kg intravends eingespritzt. 2 Tiere bekamen nur Oxalacetat. 
Im Harn trat 10—30 Minuten spiter eine intensive blaue Nitro- 
prussidreaktion auf, die bei den Tieren mit Arsenit deutlich starker 
war. Die Harne wurden mit Anilin behandelt und die Nitro- 
prussidreaktion wiederholt. Der Harn der Tiere, die Oxaloacetat 
allein erhalten haben, gab nur noch eine schwache Reaktion, 
vihrend der Harn der Tiere, die zugleich Arsenit erhalten haben, 
noch eine tiefblaue Farbe als Zeichen dafiir gab, daB die Farbe, 
wenigstens zum Teil, durch Brenztraubensiure verursacht war. 

Dieser Versuch zeigte, daB durch Arsenit die Reduktion des 
Oxalacetats verzégert wird. Er weist aber auch noch auf zwei 

andere interessante Umstiinde. TEinerseits zeigt er, daB bereits 
1/,—1/, der tédlichen Dosen von Arsenit deutliche Verschiebungen 
im Oxydationsmechanismus durch Hemmung der Wasserstoff- 
mobilisierung zu verursachen vermag, wodurch der Mechanismus 
der Giftwirkung des Arsens eine mégliche Erklarung findet. 
Andererseits zeigte der Versuch mit Deutlichkeit, daB, falls die 
Reduktion des Oxalacetats verzégert wird, aus diesem sich im 
5* 
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Tiere Pyruvat bildet. Dies gibt eine Bestitigung der Schliisse 
von Hahn, Haarmann und Fischbach und bringt unsere 
eigene Arbeit mit den Ergebnissen dieser Forscher in Hinklang. 

4. 3 Kaninchen erhielten subcutan 3 mg Arsenit pro kg, 
1/, Stunde spiter wurde 0,5 g Fumarat pro kg intravends ein- 
verleibt. Die Kontrolltiere gleicher Zahl erhielten Fumarat allein, 
ohne Arsenit. Im Harn, der 60 Minuten nach der Injektion des 
Fumarats entnommen wurde, erscheint bei den Arsentieren eine 
intensive blaue Nitroprussidreaktion. Der Harn der Kontroll- 
tiere gab nur eine schwache blaue Farbe. Durch Anilinbehandlung 
des Harnes wurde die Reaktion im Harn der mit Arsen behandelten 
Tiere bedeutend schwicher, in der Kontrolle ganz negativ. 

Es gelang mir nicht, die von Annau beobachtete Wirkung 
des Malonats und Fumarats auf die Ketonkérperbildung aus Brenz- 
traubensiure im ganzen Tiere in einwandfreier Weise zu demon- 
strieren. 

Abgesehen von der Brenztraubensiure ist es mir also gelungen, 
die in vitro beobachtete Verschiebung auch in vivo nachzuweisen. 

Die relative Ungiftigkeit des Malonats weist darauf hin, dab 
sich die Gewebe in vivo diesem Gifte gegeniiber ahnlich wie das 
in Ringerlésung suspendierte Gewebe, und nicht wie in Phosphat 
suspendierte Gewebe verhalten. Hierfiir spricht auch der Um- 
stand, daB nach Fumaratzugabe eine, wenn auch schwache, jedoch 
deutliche Oxaloacetatreaktion im Harn auftrat. Wie gezeigt, war 
nach Fumaratzulage im Gewebsbrei Oxalacetat nur in Ringer 
und nicht in Phosphat nachweisbar. 
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Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


H. v. Euler, H. Albers und F.Schlenk; Erich Strack und Ph. Wérde- 
hoff; Max Reiss, F. Fleischmann und L. Schwarz; L. Reichel und 
H. Kéhle (2); O. Schiirch und A. Winterstein; Heinrich Waelsch 
und Gertrud Klepetar; H.v. Euler, E. Adler und G. Dahlgren; 
Ernst Waldschmidt- Leitz und Ernst Kofranyi; Wilhelm Dirscherl 
und Fritz Hanusch; Ernst Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer; 
W. Hoerburger und H. Fink; M.Samec; E. Klenk und W. Diebold; 
Adolf Schmitz; 8.W. Nedswedski; Kurt Uhlenbroock; F. Plaut und 
M. Bilow; Otto Brunner, Eugen Baroni und W. Kleinau; Georg 
Barkan; Jorge R. Mendive und Venancio Deulofeu; Hans von 
Euler und Ragnar Vestin; K. Linderstrem- Lang, Heinz Holter, 
A. H. Palmer und A. Seeborg-Ohlson; Th. Wagner-Jauregg und 
E. F. Méller (2); Walter Siedel; Wilh. Dirscherl; Karl Zeile (2); 
H. Steudel; R. J. Anderson, R. Schoenheimer, J. A. Crowder und 
F. H. Stodola; W. Kutscher und Hajo Wolbergs; 
K. Felix und H. Moebus. 





Fiir die hdufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 





Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. ) 
Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 


Arch. f. exper. Path. 
Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull, Soc. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soc. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

= Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

= Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

= Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

== Journal of Biological /, ee 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

= Landwirtschaftliche Versuchsstation, 

= Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pflii Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

«== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 

Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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Kiirschners Deutscher 


Gelehrten - Kalender 1935 


Herausgegeben von Dr. Gerhard Lildtke. Finfte Ausgabe, 
Oktav. XI Seiten und 2154 Spalten. Geb. RM. 32.— 


Die neue Ausgabe des ,,Deutschen Gelehrten-Kalenders“ enthalt etwa 16000 
Namen und ist dem neuesten Stand angepaBt worden; sie bildet mit der 
Ausgabe von 1931 eine Einheit. Um den Preis des Werkes erschwinglich zu 
gestalten, ist im neuen Bande die Anfiihrung der Schriften unterblieben, die 
die Gelehrten vor dem Jahre 1931 verfaBt und veréffentlicht haben. Wer 
sich also dariiber unterrichten will, muB die Ausgabe von 1931 zur Hand 
nehmen. Damit nun beide Bande zusammen benutzt werden kénnen, haben 
wir den Ladenpreis der Ausgabe von 1931 auf RM. 30.— ermaBigt (friher 
RM. 60.—). Wer die Ausgabe 1931 nicht besitzt, hat fiir beide Bande zu- 
sammen nicht mehr auszugeben, als der urspriingliche Ladenpreis fiir den 
alteren Band betrug. 

Alle Personalangaben iiber die Gelehrten sind aber in die neue Ausgabe auf- 
genommen worden, so da6 also in dieser Beziehung der neue Band fiir sich 
benutzt werden kann. Alle Nebenlisten: Schriftwerkrecht, Verleger, Toten- 
liste, Festkalender usw. wurden ebenfalls mit aufgenommen. 


Prospekt mit Probeseiten kostenlos 


Walter de Gruyfer & Co., Berlin W 35, Woyrschstrafe 13 


MINERVA 


JAHRBUCH DER GELEHRTEN WELT 


Herausgegeben von Dr. GERHARD LODTKE 
Redaktion. Leitung Dr. FRIEDRICH RICHTER 


31. Jahrgang 1933 


4. Abteilung: 

Forschungsinstitute - Observatorien - Bibliotheken - Archive 
Wissenschaftliche Kommissionen und Gesellschaften 

BAND |: A—L, XIil, 1163 Seiten. RM. 32.—. BAND II: M—Z und 
Register, IV, 1408 Seiten. RM. 36.— 

Diese Abteilung umfaft alle wissensch. Institute, die nicht 
Lehranstalten sind. Es wurde gréfte Sorgfalt darauf gelegt, 
das Material aus allen Landern zu berichtigen, zu vervoll- 
standigen und auf den neuesten Stand zu bringen. 


2. Abteilung: 
Universitaten und Fachhochschulen. XX, 1978 Seiten. 1934. 
Gebunden RM. 52.— 


Jede Abteilung ist einzeln kauflich 
Walter de Gruyfer & Co., Berlin W 35, Woyrschstrafe 43 
rs re: (ll ee 
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